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1 Einleitung 
1.1   Allgemein 
Gersten- und Weizenflugbrand haben eine identische Infektionsbiologie. Ihre Erreger, wurden in der 
Vergangenheit häufig als zwei Varietäten einer Art (U. nuda var. nuda bzw. U. nuda var. tritici) 
angesehen (Rodenhiser 1928, Fischer 1943, Popp 1955). Nach neueren Erkenntnissen (Banowetz et 
al. 1984, Sharifnabi et al. 2003) handelt es sich aber um getrennte Arten, die daher als Ustilago nuda 
bzw. U. tritici bezeichnet werden. Beide infizieren ihre Wirtspflanze während der Blüte. Die 
Teliosporen (= Probasidien) enthalten einen diploiden Nucleus und werden mit dem Wind von 
brandigen Ähren auf Blüten benachbarter Pflanzen transportiert. Hier keimen sie auf den 
Fruchtknoten aus und bilden ein haploides Promycel (= Basidie). Daraufhin kommt es zur Ausbildung 
hefeartiger Sproßzellen, welche kopulieren. Die aus dieser Fusion entstehenden dikaryotischen 
Infektionshyphen dringen in die äußeren periklinalen Wände des Fruchtknotens ein (Batts 1955, 
Nielsen 1996) und wachsen in Richtung des sich entwickelnden Scutellums und Embryos, wo sie fast 
ausschließlich in den Zellzwischenräumen zu beobachten sind (Konzak 1953, Malik & Batts 1960a, 
Singh & Mathur 2004). Es bildet sich ein ausdauerndes Ruhemycel, das erst wieder das Wachstum 
aufnimmt, wenn das Korn zu keimen beginnt (Amos 1952, Batts 1955, Hoffmann & Schmutterer 
1999). Dies kann man für die Langzeitlagerung der Brandpilze nutzen. In Form infizierter Körner ist es 
möglich, U. nuda bzw. U. tritici bei -15°C bis zu 20 Jahre lebensfähig zu erhalten (Menzies 1997). 
Gäumann (1951) spricht von einer Überbrückungsinfektion, bei der die Wirtspflanze gesund bleibt 
und erst die Tochterpflanze Symptome zeigt. Bereits wenige Tage nach der Aussaat nimmt die 
Menge an Pilzhyphen in der Pflanze deutlich zu (Dean 1964). Der Pilz wächst in den Vegetationspunkt 
ein, lässt sich im Laufe der weiteren Pflanzenentwicklung passiv nach oben transportieren (Batts & 
Jeater 1958, Malik & Batts 1960b) und führt in den meisten Fällen zur Ausbildung einer brandigen 
Ähre. Im Gegensatz zu anderen Brandpilzen bilden U. nuda und U. tritici ihre Brandsporenlager unter 
völliger Zerstörung der Grannen und Spelzen aus. Nicht betroffen ist die Ährenspindel (Shinohara 
1976). 
Für eine erfolgreiche Infektion der Blüte bleibt dem Pilz nur ein kleines Zeitfenster (Shands & Schaller 
1946, Tapke1955, Heinze 1983). Infiziert er die Blüte der Wirtspflanze zu früh, kann es zu 
Überinfektionen und der Ausbildung tauber Körner kommen. Haben sich die Integumente bereits zur 
Samenschale umgebildet, ist das Mycel nicht mehr in der Lage diese zu durchdringen. Ähnliches gilt 
für die Infektion des Vegetationspunktgewebes der keimenden Pflanze. Schafft es der Pilz nicht 
rechtzeitig in das Gewebe des Vegetationspunktes einzuwachsen, kann dies dazu führen, dass die 
Wirtspflanze dem Pilz davon wächst („Scheinresistenz schnellwüchsiger Sorten“, Seifert 1926). 
Wichtig ist in diesem Zusammenhang, dass das Brandpilzmycel den Bereich, aus dem der erste 
Knoten hervorgeht, rechtzeitig durchdringt. Dies ist nach Amos (1952) nur in den ersten Tagen nach 
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der Aussaat (< 14 Tage) möglich, solange es noch nicht zu einer Einlagerung von Gefäßbündeln und 
einer damit einhergehenden Verhärtung dieses Gewebes gekommen ist. 
 
 
Abb. 1.1.1: Infektionszyklus von U. tritici (Saari & Mamluk 1996). 
 
Zur Ordnung der Ustilaginales gehören auch die Arten U. hordei (Verursacher des 
Gerstenhartbrandes), U. avenae (Verursacher des Haferflugbrandes) und Sporisorium sorghi 
(Verursacher des gedeckten Brandes an Sorghum). Bei diesen Brandpilzen haften die Sporen außen 
am Korn an und infizieren den jungen Keimling nach der Aussaat. Eine weitere Ordnung innerhalb 
der Brandpilze sind die Tilletiales. Wirtschaftlich wichtig ist die Gattung Tilletia (im Speziellen die 
Arten T. caries und T. laevis als Verursacher des Steinbrandes, T. controversa als Verursacher des 
Zwergsteinbrandes und T. indica als Verursacher des indischen Brandes). 
 
1.2  Wirtschaftliche Bedeutung 
 Wegen ihrer weiten geographischen Verbreitung und ihrer auffälligen Erscheinungsform zählen die 
Brande zu den bekanntesten Erkrankungen an Kulturpflanzen (Oertel 1955). Seit der Einführung von 
systemisch wirkenden Beizmitteln, wie den basidiomycetenspezifischen Carboxinpräparaten 
(Edgington et al. 1966), haben die  Flugbranderreger U. nuda und U. tritici nur noch eine 
untergeordnete Bedeutung für die Weizen- und Gerstenerzeugung (Jones & Dhitaphichit 1991, 
2 
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Börner 2009, Fischer 2002). Aus diesem Grund wurden in den letzten Dekaden nur vergleichsweise 
wenige Untersuchungen mit diesen und anderen samenbürtigen Pathogenen durchgeführt. In 
neuerer Zeit kommt es allerdings im organischen Landbau zu einer starken Zunahme samenbürtiger 
Krankheiten, darunter Flugbrand. Insbesondere für ökologische Züchter stellt der Flugbrand ein 
Problem dar. Der Grenzwert von nur drei brandigen Pflanzen je 150 m2 ist nur durch zeitaufwändige 
Maßnahmen zur Saatguthygiene und pflanzenbauliche Präventionsmaßnahmen zu erreichen (Fischer 
2002). Die Situation wird verschärft durch die Regelungen der den Ökoanbau betreffenden 
Verordnung (EG) Nr. 834/2007. Danach muss die Produktion von Vermehrungsmaterial mindestens 
eine Generation lang entsprechend den Grundsätzen des organischen Landbaus, also ohne 
chemische Saatgutbeizung, erfolgen.  Für die Flugbrandbekämpfung stehen im organischen Landbau 
derzeit nur die Heiß- und Warmwasserbeize (Hoffmann & Schmutterer 1999, Winter 1997) und die 
Verwendung resistenter Sorten (Winter 1992, McIntosh 1998, DePauw & Hunt 2001) zur Verfügung. 
Vor allem die Heiß- und Warmwasserbeize findet aufgrund aufwändiger Rücktrocknungsmaßnahmen 
und dem hohen Risiko einer Keimschädigung nur wenig Zuspruch bei den Anwendern. Daher werden 
dringend weitere Saatgutbehandlungsverfahren benötigt (Koch & Spieß 2002).  
Aber auch in der konventionellen Landwirtschaft gibt es einen Bedarf an neuen Methoden zur 
Bekämpfung samenbürtiger Pathogene, die nicht auf chemisch-synthetischen Beizmitteln basieren. 
Ein Grund für dieses Interesse ist die allgmeine Forderung nach einer Reduktion des chemischen 
Pflanzenschutzes (Backhaus et al. 2005). Weitere sind Berichte über das Auftreten von Resistenzen 
bei chemischen Saatgutbehandlungsmitteln (Newcombe & Thomas 2000, Brodal 2006, Menzies 
2008) und die Gefahr einer Bioakkumulation in der Nahrungskette mit den damit einhergehenden 
Risiken für die Gesundheit von Mensch und Tier (Bale et al. 2008). Aufgrund eines wachsenden 
ökologischen Bewusstseins der Menschen gewinnt der ökologische Landbau immer mehr an 
Bedeutung (Kühlheim 1987). So haben sich die Flächen in der BRD, auf denen nach EG-
Rechtsvorschriften ökologisch gewirtschaftet wird, von 2,1% im Jahr 1996 auf 5,9% der Gesamtfläche 
im Jahr 2010 fast verdreifacht [www.oekolandbau.de]. Darüber hinaus sind EU-Mitgliedsstaaten 
angehalten eine schrittweise Reduktion chemischer Pflanzenschutzmittel auszuarbeiten ([EG] Nr. 
1107/2009), wodurch es in den nächsten Jahren zu einem weiteren Wegfall von 
Pflanzenschutzmitteln kommen dürfte. In jüngerer Zeit wurden verschiedene physikalische Verfahren 
zur Saatgutbehandlung entwickelt (Lindner et al. 1991, Forsberg et al. 2003), die aber gegen tiefer im 
Korn lokalisierte Pilze wie U. nuda und U. tritici nicht ausreichend effektiv sind (Lindner et al. 1991, 
Tigges et al. 2002). Daher könnte die Verwendung resistenter Sorten unter ökonomischen 
Gesichtspunkten auch für den konventionellen Anbau von Interesse sein. Allerdings gehört die 
Flugbrandresistenz bis heute nicht zu den Eigenschaften, die im Rahmen der Sortenzulassung geprüft 
werden.  
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1.3   Nachweisverfahren 
Der Befall von Saatgut mit dem Pilz U. nuda bzw. U. tritici wird standardmäßig über einen 
mikroskopischen Nachweis („Embryotest“) bestimmt (Morton 1961). Hierbei handelt es sich um ein 
Färbeverfahren mit dem Farbstoff Trypanblau, welcher Pilzhyphen von U. nuda bzw. U. tritici in 
infiziertem Scutellumgewebe sichtbar macht. Dem mikroskopischen Nachweis gehen 
arbeitsaufwändige Schritte zur Abtrennung der Embryos vom Mehlkörper voraus. Die Korrelationen 
zwischen den Ergebnissen des Embryotests und dem tatsächlich erhaltenen Feldbefall sind meist 
hoch (Khanzada et al. 1980, Ram et al. 1993). Für die Überprüfung des Erfolges unterschiedlicher 
Saatgutbehandlungsverfahren ist dieser Test jedoch nicht geeignet, denn beide, Embryotest und 
Saatgutbehandlung, werden vor Einsetzen der Keimung durchgeführt. Die Aufnahme chemischer 
Beizmittel erfolgt aber erst parallel zur Keimung der Getreidekörner. Bei Durchführung des 
Embryotests unmittelbar nach der Behandlung ist daher noch kein Effekt auf die Pilzhyphen im 
Embryo zu beobachten (Ram 1992). Die Mechanismen der genetischen Pflanzenresistenz gegen 
Flugbrand greifen auf verschiedenen Ebenen. Bereits der Fruchtknoten kann eine Resistenz gegen die 
eindringenden Hyphen des Flugbrandpilzes aufweisen, so dass das Perikarp frei von Mycel ist (Popp 
1950). Es kann aber auch zu einer Infektion des Perikarps kommen, die sich dann aber nicht bis in 
den Embryo fortsetzt (Gaskin & Schafer 1962). In beiden Fällen zeigt sich das Ergebnis im Embryotest 
in Form eines geringeren Befalls des Scutellums, wobei aber nicht klar ist, welcher der beiden 
Mechanismen zum Tragen kam. Bei der dritten Form der Resistenz wird das Scutellum befallen, aber 
der Pilz dringt nicht in den Vegetationspunkt ein. Diese „Feldresistenz“ (Batts & Jeater 1958) wird 
also erst nach Einsetzen der Keimung wirksam und erfordert andere Anfärbeverfahren als den 
Embryotest. 
Um U. nuda bzw. U. tritici in Pflanzengeweben zu detektieren, eignet sich eine Anfärbung mit 
Baumwollblau (Popp 1959) oder mit Trypanblau (Kollmorgen & Ballinger 1987). Dieses 
Anfärbeverfahren ähnelt in vielen Punkten dem Embryotest (Morton 1961, 1967). Kollmorgen und 
Ballinger (1987) war es auf diese Weise möglich, die ebenfalls zu den Brandpilzen gehörenden 
Pathogene Tilletia laevis und T. tritici in Weizenpflanzen anzufärben. Eine Schwäche des Verfahrens 
sind die zwingend erforderlichen Schritte des Autoklavierens oder Aufkochens (Kavanagh & Mumford 
1960, Keogh 1980, Koch & Slusarenko 1990), um die Farbstoffe in das Pflanzenmaterial hinein zu 
bekommen. Die sensiblen Gewebe junger Keimlinge überstehen diese Schritte meist nicht 
unbeschadet, da sie häufig in mazerierenden Reagenzien wie NaOH und Essigsäure durchgeführt 
werden. Auch mit fluoreszenzmikroskopischen Verfahren lassen sich Brandpilze in der Pflanze 
nachweisen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff Blankophor verwendet, der 
bisher vor allem in der klinischen Medizin zur Anwendung kam (Hamer et al. 2008). Er ähnelt dem 
Calcofluor, mit dem Rohringer et al. (1977) als Erste Rostpilze im Blattgewebe nachweisen konnten. 
Bei Blankophor handelt es sich um einen optischen Aufheller, der seinen Ursprung in der 
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Papierindustrie hat und spezifisch an Cellulose und Chitin bindet. Bereits Jablokowa (1939) 
verwendete den Fluoreszenzfarbstoff Eosin um U. tritici-Mycel in Weizenpflanzen anzufärben. Der 
Nachteil der bis hier vorgestellten Färbemethoden ist, dass es sich um unspezifische Verfahren 
handelt und somit die potentielle Gefahr einer Fehldetektion gegeben ist. Im Falle von Ustilago 
maydis und einigen weiteren Brandpilzen wurden für den spezifischen Nachweis GFP-markierte 
Stämme erzeugt (Spellig et al. 1996). Untersuchungen mittels Immunlokalisation wurden bereits von 
Gupta et al. (2009) an Tilletia indica unternommen. Der Spezifität der immunologischen Verfahren 
steht allerdings ein hoher Aufwand in Form des erforderlichen zeitlichen Vorlaufes für die Produktion 
der Antikörper sowie bei der Probenvorbereitung gegenüber. 
ELISAs, ursprünglich für die Detektion von Pflanzenviren entwickelt (Clark & Adams 1977, Perry et al. 
2000), eignen sich auch für die Detektion und Quantifizierung phytopathogener Pilze in ihren 
Wirtspflanzen (z.B. Casper & Mendgen 1979, Unger & Wolf 1988, Thornton et al. 1999, Meyer et al. 
2000). Durch Banowetz (1984) und Kumar et al. (1998) konnte der nah mit U. nuda bzw. U. tritici 
verwandte Pathogen Tilletia indica sicher unter Verwendung immunologischer Verfahren 
nachgewiesen werden. Banowetz verwendete monoklonale Antikörper. Kumar et al. wählten für ihre 
Untersuchungen ein anderes Testsystem (Immunoblot), welches lediglich eine qualitative und keine 
quantitative Prognose des Befalls mit T. indica ermöglichte. Mit Hilfe eines DAS (Double antibody 
sandwich) -ELISA war es Eibel et al. (2005a) möglich, U. nuda bzw. U. tritici in ihren Wirtspflanzen zu 
detektieren. Allerdings wurde in diesen Untersuchungen kein Zusammenhang zwischen den 
gemessenen Pilzgehalten und der Lokalisation des Pilzes in der Pflanze hergestellt. Für die 
Quantifizierung minimaler Gehalte an Pathogenprotein in der Wirtspflanze über einen DAS-ELISA 
sind polyklonale Antikörper monoklonalen Antikörpern vorzuziehen, da sie in der Regel sensitiver 
sind (Miller & Martin 1988, Peters & Baumgarten 1990). Durch eine Biotinylierung der Antikörper 
kann eine Signalverstärkung (erhöhte Sensitivität) bei der Erkennungsreaktion aufgrund einer 
optimierten Enzym-Substrat-Reaktion erzielt werden. Um den Zeitaufwand zu minimieren, wurde das 
durch Eibel et al. (2005a) beschriebene Protokoll zur Detektion von U. nuda bzw. U.tritici in ihren 
Wirtspflanzen analog zu Wächter et al. (2008) für die Detektion von Tilletia tritici in Weizen 
überarbeitet und verkürzt. Durch die Verwendung anderer Techniken erscheinen weitere 
Verkürzungen des DAS-ELISA-Protokolls möglich. Eine solche Technik könnte die Biosensorik sein.  
In der Biosensorik werden Sensoren zur Charakterisierung von Bio-Molekülen (z.B. DNA, Proteine) 
eingesetzt. Zahlreiche Bio-Moleküle besitzen charakteristische Eigenschaften im THz-
Frequenzbereich. Geeignete Sensoren, angeregt mit einem Terahertzsignal, dienen dazu die 
Anwesenheit eines bestimmten Moleküls zu überprüfen. 
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Es gibt ebenfalls Bestrebungen ein herkömmliches DAS-ELISA-Protokoll durch die Verwendung von 
Biosensoren auf einen einzigen Schritt zu verkürzen. Eine Messung direkt nach Bildung des Antigen-
Antikörper-Komplexes soll hierbei die zeitaufwendige Enzym-Substrat-Reaktion ersetzen. 
Biosensoren (Abb.1.3.1) sind Messfühler, die auf der Kopplung einer biologischen Komponente mit 
einem elektromagnetischen Signalwandler beruhen (Wang 2000). Einen interessanten Ansatzpunkt 
scheinen hierbei neuartige Terahertz-(Bio-) Sensoren zu bieten (Nagel et al. 2003, Xi-Cheng et al. 
2009, Damm et al. 2009). Terahertz-Strahlung liegt im elektromagnetischen Spektrum im Bereich 
zwischen der Infrarot- und der Mikrowellenstrahlung. Mit Hilfe von Terahertz-Sensoren ist zum einen 
eine Messung der dielektrischen Änderung der Oberflächeneigenschaften aufgrund der Bildung eines 
Antikörper-Antigen-Komplexes und zum anderen eine spektroskopische Detektion möglich, welche 
auf einer Verschiebung der Absorptionsbanden nach erfolgreicher Bindung beruht (pers. Mitteilung: 
Dr. Christian Damm, TUD, Institut für Elektrotechnik). Beide Ansätze schließen sich nicht gegenseitig 
aus sondern ergänzen sich vielmehr, da kleinere Moleküle nur in einem geringen Maße zu 
dielektrischen Änderungen führen, dafür aber deutlichere Absorptionsspektren zeigen. Größere 
Moleküle besitzen hingegen undeutlichere Absorptionsspektren, führen jedoch zu relativ großen 
dielektrischen Änderungen. Für den optimierten Nachweis von Zielanalyten gibt es bereits diverse 
Ansätze. Hierzu zählt die Detektion von magnetischen Partikeln in einem elektrischen Feld, die 
mittels spezifischer Antikörper an das Pathogen gebunden werden [www.ime.fraunhofer.de]. Auf 
diese Weise konnte bereits erfolgreich der Grapevine-Virus an Weinreben detektiert werden. Eine 
weitere Möglichkeit stellt das sogenannte Elecsys-Prinzip [www.roche.de] dar, welches auf einer 
Kombination von chemischer Reaktion und Elektro-Lumineszenz beruht. 
 
 
  Abb. 1.3.1: Funktionsprinzip eines Biosensors (nach Wang 2000).  
 
Neben den immunologischen Verfahren finden in der Phytopathologie zunehmend 
nukleinsäurebasierte Verfahren Verwendung. Für den qualitativen Nachweis der Erreger des 
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Steinbrandes (Tilletia caries syn. T. tritici) und des Zwergsteinbrandes (T. controversa) wurden bereits 
mehrere PCR-Verfahren entwickelt (Josefsen & Christiansen 2002, Kochanová et al. 2004, Eibel et al. 
2005b, Kellerer et al. 2007, Jun et al. 2009, SiJi et al. 2009). Für U. nuda ist in der Literatur lediglich 
ein rein qualitativer PCR-Nachweis in vitro beschrieben (Bates et al. 2001). Mittels qualitativer PCR 
untersuchten Willitis & Sherwood (1999) und Shen et al. (2006) die Verteilung der Brandpilze 
Sporisorium reiliana und Ustilago hordei in unterschiedlich resistenten Mais- bzw. Gerstensorten. 
Häufig ist es aber für die Charakterisierung von Pflanzenresistenzen nötig die Pathogene in der 
Pflanze zu quantifizieren. Besser als mit einer qualitativen PCR ist dies mit der real-time PCR möglich 
(Inami et al. 2009, Boedo et al. 2010, Jimenez-Fernandez et al. 2011). Bei diesem Verfahren handelt 
es sich um eine Weiterentwicklung der normalen PCR (Saiki et al. 1985, Mullis et al. 1986). Die 
Quantifizierung kann absolut oder relativ erfolgen. Die Bestimmung der Pathogen-DNA-
Konzentration erfolgt bei der absoluten Quantifizierung anhand einer externen Standardkurve mit 
bekannten Konzentrationen (Bustin 2000). Bei der relativen Quantifizierung wird die zu 
detektierende Pathogen-DNA im Verhältnis zu einem „Housekeeping-Gen“ des Wirtes (z.B. Aktin, 
GAPDH, ß-Tubulin) durchgeführt. Auf diese Weise können mit Hilfe externer Standards die absoluten 
Mengen von Referenz- und Ziel-DNA der gleichen Probe berechnet werden. Die Konzentration der zu 
detektierenden Ziel-DNA wird anschließend in ein relatives Verhältnis zum „Housekeeping-Gen“ 
gesetzt (Pfaffl 2004). Albert et al. (1996) und Schenck (1998) verwendeten die real-time PCR für den 
quantitativen Nachweis von U. scitaminea in systemisch infiziertem Zuckerrohr, Zouhar et al. (2010) 
für die Quantifizierung von T. caries und T. controversa im Apikalmeristem von Weizen. Für U. nuda 
und U. tritici liegt bisher in der Literatur kein Bericht über die Entwicklung und erfolgreiche 
Anwendung der real-time PCR vor. 
 
1.4   Zielsetzungen 
Das Hauptziel dieser Dissertation war die Etablierung von Frühtests zur Identifizierung von 
Infektionen junger Gersten- bzw. Weizenpflanzen mit den Flugbranderregern U. nuda bzw. U. tritici. 
Die Nachweisverfahren sollten primär für die am Institut für Biologischen Pflanzenschutz 
durchgeführten Arbeiten zur Entwicklung physikalischer (Nielsen 1996, Forsberg 2005) und auf 
Mikroorganismen oder Naturstoffen (Hökeberg 1998, Slusarenko et al. 2008) basierender 
Saatgutbehandlungsverfahren nutzbar sein, könnten aber darüber hinaus auch für die 
Beizmittelentwicklung in der agrochemischen Industrie Verwendung finden. Screeningversuche 
könnten somit zukünftig im Gewächshaus durchgeführt werden, ohne dass die behandelten Pflanzen 
bis zum Ährenschieben kultiviert und aufwendig gesund erhalten werden müssten (Becker & 
Weltzien 1993, Jones 1997). Die Anwendung der Frühtests in der Züchtungsforschung, etwa bei der 
Aufklärung von Resistenzmechanismen, wäre ebenfalls denkbar (Jones & Dhitaphichit 1991, Eibel 
2002). 
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Für die erfolgreiche Etablierung der Frühtests erwies es sich im Vorfeld als unumgänglich durch 
mikroskopische Untersuchungen ein tieferes Wissen und besseres Vorstellungsvermögen über das 
Wachstum der Flugbranderreger in der Pflanze zu erlangen und so einen Abgleich mit den 
Ergebnissen der molekularbiologischen Untersuchungen zu ermöglichen. Aus der Zeit Anfang bis 
Mitte des 20. Jahrhunderts liegen bereits zahlreiche histologische Studien zum Wachstum von U. 
nuda bzw. U. tritici in der Pflanze vor (Amos 1952, Batts & Jeater 1958, Malik & Batts 1960a, 1960b). 
Zum einen widersprechen sich die Ergebnisse teilweise in wichtigen Punkten. Zum anderen wurden 
die schon damals vorhandenen Möglichkeiten der fotografischen Dokumentation von den 
Experimentatoren kaum genutzt. Meist wurden nur schematische, wenig detaillierte Zeichnungen 
angefertigt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten daher die Angaben in der Literatur überprüft 
und durch Fotografien ergänzt werden. Desweiteren sollte das durch Eibel (2002) etablierte, 
Antikörper-basierte DAS-ELISA-Nachweisverfahren für die konkrete Anwendung weiterentwickelt 
werden. Dafür waren die von Eibel verwendete sowie eine neu hergestellte Antikörpercharge 
genauer zu charakterisieren. Außerdem sollte ein real-time PCR-Verfahren (Zellerhof et al. 2006) für 
U. nuda bzw. U. tritici in Jungpflanzen entwickelt und mit dem vorhandenen immunologischen 
Nachweis hinsichtlich Sensitivität und Spezifität verglichen werden. Schließlich war die Anwendung 
der Nachweisverfahren ein weiterer wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit. Dazu sollte das 
Potential dieser Verfahren für die Nutzung in verschiedenen Bereichen, wie der Entwicklung von 
Saatgutbehandlungsverfahren oder in Untersuchungen zu deren Wirkungsweise exemplarisch 
gezeigt werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1  Chemikalien und Reagenzien 
Die Herkunft der eingesetzten Reagenzien und Chemikalien geht aus Tab. 2.1.1 hervor. Für 
molekularbiologische Methoden verwendete Chemikalien wurden von den Herstellern auf RNase- 
und DNase-Verunreinigungen untersucht. Die verwendeten Lösungen bzw. Medien wurden mit 
entionisiertem Wasser aus einem MicroPure Wasseraufbereitungssystem (Fa. TKA, 56412 
Niederelbert) hergestellt und autoklaviert. 
 
  Tab. 2.1.1: Liste der verwendeten Substanzen. 
Substanzen 
Hersteller oder Lieferant und 
Typenbezeichnung 
Substanzen speziell für die Histologie  
Anilinblau Fa. Merck, 64293 Darmstadt 
Blankophor Fa. BLANKOPHOR, 51377 Leverkusen 
Chloralhydrat Fa. Merck, 64293 Darmstadt 
1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
Polyethylenglykol (PEG) 400 Di-Stearat Fa. Fluka, 89555 Steinheim 
Trypanblau Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
Substanzen speziell für die Immunologie  
Bovine Serum Albumin (BSA) Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
Bromphenol Blau Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) Fa. Roth, 76185 Karlsruhe 
Coomassie Blau R-250 Fa. Merck, 64293 Darmstadt 
Diethanolamin (DEA) Fa. Merck, 64293 Darmstadt 
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Konjugat Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
Freund Adjuvans (komplett bzw. inkomplett) Fa. NovaBiochem, 64293 Darmstadt 
nanomag-D-SPIO (20 nm) Fa. Micromod, 18119 Rostock-
Warnemuende 
N-Ethyl-N-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimid 
hydrochlorid (EDC) 
Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
N-Hydroxy succinimid (NHS) Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Fa. Roth, 76185 Karlsruhe 
N, N, N`,N`-Tetramethylethylendiamin (Temed) Fa. Roth, 76185 Karlsruhe 
para-Nitrophenylphosphat Na2-Salz, Hexahydrat (p-NPP) Fa. Serva, 69115 Heidelberg 
Polyvinylpyrrolidone 40000 (PVP40000) Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
Poly-L-Lysin Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
Precision Plus Protein Standard (Dual Color) Fa. Bio-Rad, 80901 München 
Streptavidin-Alkalische Phosphatase (StrAP) Fa. Roche, 68305 Mannheim 
Sulfo NHS-Biotin Fa. Thermo Scientific, Rockford, USA 
Ziege anti Kaninchen IgG Alkalische Phosphatase-Konjugat 
(ZAKAK) 
Fa. DIANOVA, 20354 Hamburg 
Ziege anti Kaninchen IgG Horseradish Peroxidase-Konjugat Fa. Bio-Rad, 80901 München 
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Substanzen speziell für die PCR  
Agarose NEEO Fa. Roth, 76185 Karlsruhe 
Chelex Fa. Bio-Rad, 80901 München 
Desoxynukleotid-5`-Triphosphat (dNTPs) Fa. Eurogentec, Seraing, Belgien 
DNA-Leiter Fa. BioLabs, 65926 Frankfurt/Main 
Dream Taq DNA Polymerase Fa. Fermentas, 68789, St. Leon-Rot 
Ethidiumbromid Fa. Merck, 64293 Darmstadt 
Hot Gold Star Polymerase Fa. Eurogentec, Seraing, Belgien 
„Loading Dye“  Fa. BioLabs, 65926 Frankfurt/Main 
Oligonucleotide (s. Tab. 2.1.2) Fa. Eurofins MWG Operon, 85560 
Ebersberg 
Substanzen speziell für die Gelelektrophorese  
Acrylamid Fa. Roth, 76185 Karlsruhe 
Ammoniumperoxodisulfat (APDS) Fa. Roth, 76185 Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS) ultra pure Fa. Roth, 76185 Karlsruhe 
Rotiphorese Gel Fa. Roth, 76185 Karlsruhe 
Saatgutbehandlungsmittel  
Pestwurz (Pulver) Fa. Alfred Galke GmbH, 37534 
Gittelde/Harz 
Tebuconazol Fa. Bayer Crop Science, 40789 
Monheim 
Rhabarberwurzel (Pulver) Fa. Alfred Galke GmbH, 37534 
Gittelde/Harz 
Sedaxane Fa. Syngenta Crop Protection 
Münchwilen AG, 4332 Stein, Schweiz 
 
 
 
Tab. 2.1.2: Liste der verwendeten Oligonucleotide. 
Oligonucleotide Sequenz (5`→3`) 
UrrsF2s (forward) AGA CTT CCT TCC TGG TGA ACG 
UrrsR2s (reverse) CTG TCA ATC CTT ACT ATG TCC 
ITSuf (forward) TGT  GGC  TCG CAC CTG TCC AAC 
ITSur (reverse) TTC TCC TTG CGT CGC GCT GT 
ITShf (forward) ACA CGC TCC CAA CCA CCC TCT  
ITShr (reverse) ACC ATG CGC TGT GTC CGA CG 
EF1αtf (forward) ATG ATT CCC ACC AAG CCC AT 
EF1αtr (reverse) ACA CCA ACA GCC ACA GTT TGC 
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2.2  Puffer, Lösungen und Nährmedien 
  Tab. 2.2.1: Liste der verwendeten Puffer, Lösungen und Nährmedien. 
Puffer, Lösungen und Nährmedien Zusammensetzung 
Puffer  
Äquilibrierpuffer 12,1 g TRIS, 5,84 g NaCl, 0,476 g MgCl2 
in 500 ml Aqua dest. lösen 
pH 9,5 
ad 1 l Aqua dest. 
Beschichtungspuffer 1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3 
in 1 l Aqua dest. lösen 
pH 9,5 
Blockpuffer 0,2 g BSA  
in 100 ml Beschichtungspuffer lösen 
Elektrodenpuffer 14,4 g Glycin, 3,02 g TRIS, 1 g SDS 
in 800 ml Aqua dest. lösen 
pH 8,9 
ad 1 l Aqua dest. 
Extraktionspuffer 2 g PVP40000 
in 1 l PBS lösen 
0,5 ml Tween 20     
Konjugatpuffer  2 g BSA 
in 1 l PBS lösen 
0,5 ml Tween 20  
MES-Puffer 19,52 g MES 
in 100 ml Aqua dest. lösen 
pH 8,3 
Mikrotubuli stabilisierender Puffer (MTSB) 25,95 g Na-PIPES (pH 6,9), 0,1 g MgCl2,  
0,38 g EGTA, 40 g PEG 6000 
in 1 l Aqua dest. lösen 
Phoshatgepufferte Saline (PBS) 8 g NaCl, 0,2 g KH2PO4, 1,44 g Na2HPO4*2H2O, 
0,2 g KCl  
in  1 l Aqua dest. lösen 
pH 7,2-7,4 
Protein-Auftragspuffer 2 g Harnstoff  
in 2 ml SDS (20%) lösen 
2 ml Glycerin 
2 ml gesättigte Bromphenolblaulösung 
Stopppuffer 2,42 g TRIS, 1,46 g EDTA  
in 500 ml Aqua dest. lösen 
pH 8,0 
ad 1 l Aqua dest. 
Substratpuffer 4,85 ml DEA, 30 ml Aqua dest.  
pH 9,8 
ad 50 ml Aqua dest.  
50 mg pNPP 
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Puffer Zusammensetzung 
TRIS-gepufferte Saline mit 0,05% Tween 
(TBST-Puffer) 
1,21 g TRIS, 8,77 g NaCl, 0,5 ml Tween 20 
in 500 ml Aqua dest. lösen 
pH 8,0 
ad 1 l 
Transferpuffer 5,81 g TRIS, 2,93 g Glycin, 0,375 g SDS 
in 500 ml Aqua dest. lösen 
pH 9,1 
200 ml Methanol 
ad 1 l Aqua dest. 
TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) 242 g TRIS, 14,61 g EDTA  
in 57,1 ml Eisessig lösen 
ad 1 l Aqua dest. 
TRIS/HCl-Puffer 12,1 g TRIS 
in 100 ml Aqua dest. lösen 
pH 6,8 bzw. pH 9,0 
Waschpuffer halbkonzentrierte PBS, 0,5 ml Tween 20 
Lösungen  
Acrylamidlösung 29,2 g  Acrylamid, 0,8 g Bisacrylamid 
in 100 ml Aqua dest. lösen   
Anilinblau-Färbelösung 150 mM KH2PO4, 0,01% Anilinblau 
in H2O lösen  
pH 9,5 
“Anti-Fading”-Reagenz 25 mg DABCO 
in 22,5 ml PBS lösen 
2,5 ml Glycerin 
Blankophor-Färbelösung 0,12 g TRIS (pH 9,0), 10 mg Blankophor 
in 100 ml Aqua dest. lösen 
Bradfordreagenz 20 mg Coomassie Blau  
in 25 ml Ethanol (96%) lösen 
50 ml o-Phosphorsäure (85%) 
ad 500 ml Aqua dest. 
Bromphenol Blau-Lösung (gesättigt) 1 mg Bromphenolblau  
in 10 µl Ethanol (96%) lösen 
ad 10 ml Aqua dest. 
Coomassie Blau-Lösung 10 mg Coomassie Blau 
in 10 ml Methanol (40%) mit Essigsäure (10%) lösen 
Entfärbelösung 
          (Embryotest) 
 
          (Autoklavier-Färbemethode) 
 
          (Fluoreszenz-Färbemethode) 
12,5 ml Glycerin, 25 ml Milchsäure (90%) 
ad 100 ml Aqua dest.   
 
50 ml Ethanol (24%), 50 ml NaOH (30%)  
 
125 g Chloralhydrat  
in 50 ml Aqua dest. lösen 
50 ml Milchsäure (90%)     
Steedman`s Wachs 9 g PEG 400 Di-Stearat, 1 g Hexadecanol durch 2 h 
Aufkochen in Lösung bringen 
Substratlösung 340 µl BCIP (50 mg/ml), 100 ml TRIS/HCl-Puffer, 
440 µl NBT (75 mg/ml in 70% DMF) 
pH 9,5  
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Lösungen Zusammensetzung 
Trypanblau-Färbelösung 
          (Embryotest) 
 
12,5 ml Glycerin, 25 ml Milchsäure (90%)  
ad 100 ml Aqua dest. 
10 mg Trypanblau 
Trypanblau-Färbelösung 
          (Autoklavier-Färbemethode) 
 
 
          (Fluoreszenz-Färbemethode) 
10 ml Milchsäure (90%), 10 ml Glycerin, 10 g Phenol  
in 10 ml Aqua dest. lösen 
10 mg Trypanblau  
 
66,6 ml Milchsäure (45%), 33,3 ml Essigsäure (45%) 
100 mg Trypanblau 
Nährmedien  
Czapek-Pepton Medium (CzPep) 33,4 g Czapek-Medium 
2 g Pepton aus Sojabohnenmehl 
in 1 l Aqua dest. lösen 
pH 6,0 
Kartoffelextrakt-Glucose Agar (PDA) 39 g Kartoffelextrakt-Glucose Agar 
in 1 l Aqua dest. lösen 
Malz-Pepton Agar (MPA) 30 g Malzextrakt, 3 g Pepton aus Sojabohnenmehl 
16 g Agar 
in 1 l Aqua dest. lösen 
Wasseragar 20 g Agar 
in 1 l Aqua dest. lösen 
 
2.3  Geräte, Kits und Verbrauchsmaterialien 
  Tab. 2.3.1: Liste der verwendeten Geräte, Kits und Verbrauchsmaterialien.  
Geräte, Kits und Verbrauchsmater. Hersteller oder Lieferant und Typenbezeichnung 
Geräte  
ÄKTA-Apparatur Modell ÄKTAprime, Fa. GE Healthcare, 79111 Freiburg 
Airbrush-Pistole  
          (zur Inokulation) 
Modell Hansa 581, Fa. Harder & Steenbeck,  
22851 Norderstedt 
Binokular Modell M8, Fa. Wild Heerbrugg, 86931 Prittriching 
Cryomikrotom Modell Cryocut CM 3050, Fa. Leica, 35578 Wetzlar 
Digitalkamera Modell Moticam 2300, Fa. Motic Group, 35578 Wetzlar  
ELISA-Reader Modell Spectra mini microplate reader, Fa. Tecan,  
74564 Crailsheim 
Geldokumentation Modell Ingenius - Bio Imaging, Fa. Syngene,  
Camebridge, England; 
 
Modell DeVision G, Fa. Decon Science Tec, 
 37318 Hohengandern 
Gelelektrophorese 
          (Netzteile) 
Modell Power PAC 300 bzw. Power PAC 200, Fa. Bio-Rad, 
80901 München 
Gelelektrophorese 
          (Gelkammern) 
Einzelanfertigung, Fa. LMS Labortechnik,  
69221 Dossenheim;  
Modell Miniprotean-III, Fa. Bio-Rad, 80901 München 
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Geräte Hersteller oder Lieferant und Typenbezeichnung 
Homogenisator Modell Precellys 24, Fa. PEQLAB, 91052 Erlangen; 
 
Modell FastPrep-24, Fa. MPbio, Solon, Amerika 
Klimaschrank Modell Sanyo Versatile Environmental Test Chamber, 
Fa. Sanyo Europe, 81829 München 
Mikroskope 
          (Fluoreszenzmikroskop) 
          
          (konfokales Lasermikroskop) 
Modell Axioskop 2, Filtersatz 05, Emission 395-440 nm,  
Fa. Zeiss, 37081 Göttingen; 
 
Modell  TCS SP-MP, DM IBRE, Fa. Leica, 35578 Wetzlar 
PCR-Cycler 
          (normal)        
          
 
          (Gradienten PCR) 
 
           
          (Real-time PCR) 
Modell T Gradient, Fa. Biometra, 37079 Göttingen; 
 
Modell PTC-200, Fa. MJ Research, Watertown, Amerika; 
 
Modell Mastercycler gradient, Fa. Eppendorf, 22339 
Hamburg; 
 
Modell ABI 7000, Fa. Applied Biostems, Foster City, 
Amerika 
pH-Meter Modell Toledo, Fa. Mettler, 35353 Giessen 
Photometer Modell Uvicon Spectrophotometer 922, Fa. Kontron, 
BioTek Instruments, 74177 Bad Friedrichshall; 
 
Modell DU 530 bzw. DU 800, Fa. Beckmann Coulter,  
47807 Krefeld 
Rotationsverdampfer Modell Rotavapor RII, Fa. Büchi, 45127 Essen 
THz-Sensor Einzelanfertigung, bereitgestellt durch TU Darmstadt, 
Fachbereich Elektrotechnik, Arbeitsgruppe Rolf Jacoby 
Transferzelle Modell B2529, Fa. Sigma-Aldrich, 89555 Steinheim 
Zentrifugen 
          (Tischzentrifuge) 
 
          (Ultrazentrifuge) 
Modell 5417R, Fa. Eppendorf, 22339 Hamburg; 
 
Modell Avanti J-26 XP, Fa. Beckman Coulter, 47807 Krefeld 
Kits  
Biotinylierungs-Kit Modell EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin, Fa. Thermo Scientific, 
Rockford, Amerika 
DNA-Isolations-Kit Modell NucleoSpin (Plant 2),  
Fa. Macherey-Nagel GmbH & Co KG, 52355 Düren; 
 
Modell Plant/Fungi DNA Isolation Kit,  
Fa. Norgen Biotek Corp., Ontario, Kanada 
DNA-Aufreinigungs-Kit Modell QIAquick PCR purification Kit, Fa. Quiagen,  
40724 Hilden 
Protein-Entsalzungs-Kit  Modell Zeba Desalt Spin Columns, Fa. Thermo Scientific, 
Rockford, Amerika 
Real-time PCR-Kit Modell qPCR Core kit for SYBRGreen I, Fa. Eurogentec, 
Seraing, Belgien 
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Verbrauchsmaterialien Hersteller oder Lieferant und Typenbezeichnung 
Blotting-Papier Modell Protean XL, Bio-Rad, 80901 München 
Pistille Fa. VWR International GmbH, 64301 Darmstadt 
Nitrocellulose-Membranen Modell Protean BA, Fa. Schleicher & Schuell,  
37586 Dassel 
Superfrost Plus Objektträger Fa. Thermo Scientific, 53113 Bonn 
96-well Mikrotiterplatten Modell U96 Maxisorp bzw. F96 Polysorp Fa. Nunc,  
65201 Wiesbaden 
 
 
2.4  Pflanzenversuche 
2.4.1   Saatgut 
2.4.1.1 Getreide 
Sommergerste (GS) der Sorte `Danuta´ (Infektionsrate mit U. nuda = 30%), Wintergerste (GW) der 
Sorte `Igri´ (Infektionsrate = 10%), und Winterweizen der Sorte `Akteur´ (WW; Infektionsrate mit U. 
tritici = 70%) wurden durch den biologisch-dynamisch bewirtschafteten Dottenfelderhof (Gruppe: 
Forschung & Züchtung, 61118 Bad Vilbel) zur Verfügung gestellt. Der Sommerweizen `USU Apogee´ 
(WS; Infektionsrate mit U. tritici = 61%) stammte aus dem Institut für Biologischen Pflanzenschutz. 
Bei `USU Apogee´ handelt es sich um eine für das Labor gezüchtete, extrem schnellwüchsige 
Modelweizensorte, die in der praktischen Landwirtschaft keine Anwendung findet (Bugbee et al. 
1997). Die Aussaat erfolgte jeweils in einer Mischung [1:3] aus Sand und kommerziellem Substrat 
(Fruhstorfer Erde, Typ T, Fa. Archut, 36341 Lauterbach-Wallenrod) in Plastiktöpfen (18 x 18 cm). Pro 
Topf wurde mit 0,5 l Wasser von oben angegossen. Die Pflanzen wurden in einer Klimakammer bei 
20°C, einer Beleuchtungsdauer von 16 h (Natriumdampflampen (SON-E 400 W, ca. 1000 µmol s-1m-2) 
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 60% kultiviert. 
 
2.4.1.2 Arabidopsis thaliana 
Es wurden unterschiedliche Mutanten von Arabidopsis thaliana (A.th) verwendet. Die A.th-Mutanten 
wurden in Vermehrungserde angezogen. Es wurden drei Töpfe (6 x 6 cm) je Charge (Tab. 2.4.1) mit 
drei bis vier Samen je Ecke bepflanzt. Die Töpfe wurden vorsichtig von oben angegossen und für 3 
Tage im Dunkeln bei 4°C und anschließend für eine Woche im Kurztagraum (Beleuchtungsdauer 8 h) 
bei 20°C aufgestellt. Dann wurden die Keimlinge auf zwei Pflanzen je Topf ausgedünnt, die Töpfe in 
den Langtagraum (Beleuchtungsdauer 16 h) bei 20°C überführt und dort bis zum Blühen der Pflanzen 
belassen. Bei den verwendeten Wildtypen handelte es sich um Col-0 und WS-0. 
 
2 
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Tab 2.4.1: Liste der verwendeten A.th-Mutanten. 
Mutanten Ausprägung 
npr1 Salicylsäure - Synthese ist herunterreguliert 
ein2 Ethylen - Synthese ist herunterreguliert 
eds1-2 Jasmonsäure - Synthese ist herunterreguliert 
pen2 pad4 sag101 
Glycosyl-Hydrolase - Enzymaktivität ist herunterreguliert; 
Phytoalexin - Synthese ist herunterreguliert; 
Immunrezeptor-vermittelte Zelltod-Reaktionen -
Signaltransduktion ist vermindert 
pad4 sag101 
Phytoalexin - Synthese ist herunterreguliert; 
Immunrezeptor-vermittelte Zelltod-Reaktionen -
Signaltransduktion ist vermindert 
pen2 pad4 
Glycosyl-Hydrolase - Enzymaktivität ist herunterreguliert; 
Phytoalexin - Synthese ist herunterreguliert 
 
2.4.2   Pilzmaterial 
Tab. 2.4.2: Herkunft der Pilzisolate. 
Pathogen Herkunft 
Ustilago nuda Dottenfelderhof, Bad Vilbel 
U. tritici Institut für Biologischen Pflanzenschutz, Darmstadt 
U. hordei Getreidezüchtungsforschung, Darzau 
U. avenae ehemalige LPP, Mainz 
U. maydis Institut für Biologischen Pflanzenschutz, Darmstadt 
Sporisorium sorghi Ägypten 
Tilletia caries Getreidezüchtungsforschung, Darzau 
T. controversa Landesanstalt für Pflanzenschutz, Stuttgart 
Rhizoctonia spec. Institutssammlung 
Pythium spec. Institutssammlung 
Fusarium spec. Institutssammlung 
 
 
Kulturen der Brandpilze auf Nährmedien wurden aus Teliosporen hergestellt. Hierzu wurden die 
Sporen von Brandähren entnommen und in sterilem Wasser suspendiert, anschließend auf 
Wasseragar ausplattiert, und die Platten bei Raumtemperatur (im Falle von T. caries bzw. T. 
controversa bei 15°C bzw. 4°C) inkubiert. Nach erfolgter Keimung (bei den meisten Brandpilzen nach 
ca. 48 h, im Falle von T. caries bzw. T. controversa nach sechs bzw. 28 Tagen) wurden die Isolate 
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unter dem Mikroskop auf die Anwesenheit von Kontaminationen untersucht. Einzelne gekeimte 
Sporen wurden auf Malz-Pepton Agar (MPA; 30 g/l Malzextrakt, 3 g/l Pepton aus Sojabohnenmehl, 
1,6% [w/v] Agar) übertragen und dort bei Raumtemperatur weiterkultiviert. Flüssigkulturen wurden 
hergestellt, indem Czapek-Pepton Flüssigmedium (CzPep; 33,4 g/l Czapek, 0,2% [w/v] Pepton aus 
Sojabohnenmehl; pH 6,0) in 300 ml Erlenmeyerkolben mit einem kleinen, mit Pilz bewachsenem 
Agarblöckchen beimpft und bei 20°C und 150 rpm mehrere Tage lang geschüttelt wurde. Rhizoctonia 
spec., Pythium spec. und Fusarium spec. wurden auf Kartoffelextrakt-Dextrose Agar (PDA; 78 g/l) 
kultiviert. 
 
 
2.4.3   Inokulation 
2.4.3.1 Inokulation von Getreide 
Das Sporenmaterial stammte jeweils von Brandähren, die entweder in den Gewächshäusern bzw. 
Klimakammern des Instituts für Biologischen Pflanzenschutz oder am Standort Dottenfelderhof 
(Gruppe: Forschung & Züchtung, 61118 Bad Vilbel) gesammelt und anschließed bei 4°C aufbewahrt 
wurden. Teliosporen wurden durch Schütteln jeweils einer Brandähre in ca. 500 ml sterilem Wasser 
(+ 0,05% Tween 20) geerntet. Die erhaltene Suspension wurde durch ein grobes Sieb gegeben und 
für die Spritzeninokulation nach Poehlmann (1945) verwendet. Hierbei wurden je Einzelblüte ca. 100 
µl des Inokulums mit einer handelsüblichen Spritze (Kanülendurchmesser < 27G X ¾) durch die 
Deckspelze direkt auf die Fruchtknoten appliziert. Als weitere Möglichkeit, hochinfiziertes Saatgut 
herzustellen, wurde das Bestäuben der Ähren mit Sporensuspension (Brefeld & Falck 1905) geprüft. 
Dazu wurde über einen Zeitraum von zehn Tagen jeden Morgen mit einer Sprühflasche Inokulum auf 
die Ähren (Sommergerste `Danuta´) gesprüht. Die Blüten wurden jeweils während eines schmalen 
Zeitfensters inokuliert (EC 59 - EC 62; Shands & Schaller 1946, Tapke 1955, Heinze 1983), welches 
dem Beginn des Antherenschiebens bis einige Tage danach entsprach. 
 
2.4.3.2 Inokulation von A. thaliana 
Für diese Versuche wurden Mutanten und Wildtypen von A. thaliana (A.th), die im Gewächshaus 
angezogen worden waren, verwendet. Die reifen Blütenstände bzw. die oberen beiden Blätter 
blühender Pflanzen wurden durch zweimaliges Eintauchen in Sporensuspensionen von U. nuda (6 X 
105 Sporen) (Herstellung wie unter Kap. 2.4.3.1 beschrieben) inokuliert. Die inokulierten Pflanzen 
wurden markiert, mit Holzstöckchen gestützt und eingetütet. Anschließend wurden sie für zehn Tage 
im Pflanzenanzuchtschrank weiterkultiviert.  
 
 Kapitel 2 Material und Methoden _ 
        18  
2.4.4   Chemische Saatgutbehandlung 
Das Saatgut wurde mit den Präparaten Raxil FS 6 (Fa. Bayer Crop Science, 40789 Monheim) bzw. dem 
Wirkstoff Sedaxane (Syngenta Crop Protection Münchwilen AG, 4332 Stein, Schweiz) gebeizt. Die 
Aktivsubstanz von Raxil ist Tebuconazol, ein Sterolbiosynthese-Hemmer (Hippe & Koller 1986), 
Sedaxane ein Hemmer der Succinat-Dehydrogenase (Phillips & Rejdaheath 1993). 
 
 
 
 
   
 
Abb. 2.4.1: Strukturformeln der verwendeten Beizmittel. (A) Tebuconazol gehört zur Gruppe 
der Triazol-Fungizide und wirkt hemmend auf die Sterolbiosynthese. (B) Sedaxane gehört zur 
Gruppe der Anilid-Fungizide und wirkt hemmend auf die Atmungskette.  
 
 
2.4.4.1 Raxil-Beize 
Für die Beize mit der Aktivsubstanz Tebuconazol wurden jeweils 1000 Körner für 10 min mit 100 ml 
Raxil (1:1000 verdünnt) in einem Rundkolben geschüttelt. Die Körner wurden anschließend über 
Nacht unter dem Abzug in mit Rundfiltern (595, Schleicher & Schuell, 37586 Dassel) ausgelegten 
Petrischalen getrocknet. 
 
2.4.4.2 Sedaxane-Beize 
Die Beizungen mit Sedaxane wurden von der Syngenta Crop Protection Münchwilen AG (4332 Stein, 
Schweiz) durchgeführt. 
 
2.4.5   Saatgutbehandlung mit anderen Mitteln und Verfahren 
Für die Versuche wurde die Sommergerste `Danuta´ (GS; Infektionsrate = 30%) verwendet, welche 
von der Gruppe Forschung & Züchtung (Dottenfelderhof, 61118 Bad Vilbel) bereitgestellt wurde. Die 
hohe Befallsrate der verwendeten Saatgutcharge wurde durch Spritzeninokulation (Kap. 2.4.3.1) 
A B 
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nach Poehlmann (1945) erzielt. Die Pflanzenanzucht erfolgte wie in Kap. 2.4.1.1 beschrieben. Es 
wurden folgende Behandlungen durchgeführt: 
 
 H2O-Kontrolle:   2 h bei Raumtemperatur quellen lassen 
 Warmwasserbeize:  2 h bei 45°C behandeln 
 Heißwasserbeize:  4 h bei 25°C - 27°C vorquellen lassen 
     10 min bei 48°C - 50°C behandeln 
 Ethanol (70%):    1 ml Ethanol (70%) auf 10 g Saatgut applizieren 
     10 min im Rundkolben schütteln 
Rhabarberwurzel (2,5%): 5 g Rhabarberwurzelpulver in 200 ml H2O für 1 h bei 50°C 
rühren 
     2 h bei Raumtemperatur quellen lassen 
 Pestwurz (5%):   10 g Pestwurzpulver in 200 ml H2O für 1 h bei 50°C rühren 
     2 h bei Raumtemperatur quellen lassen 
 
Alle Chargen wurden im Anschluss über Nacht unter dem Abzug in mit Rundfilterpapier (Modell 595, 
Schleicher & Schuell, 37586 Dassel) ausgelegten Petrischalen trocknen gelassen. Bei allen Versuchen 
wurde immer mindestens eine chemische Kontrolle mit bekannter Wirksamkeit (Raxil- oder 
Sedaxane-Beize) mitgeführt. 
 
2.5   Probennahme und Vorbereitung 
2.5.1   Probenvorbereitung für mikroskopische Untersuchungen 
2.5.1.1 Lichtmikroskopie 
Mit einer scharfen Rasierklinge wurden entweder Längs- oder Querschnitte des zu untersuchenden 
Gewebes angefertigt und in Glycerin mikroskopiert. Für die Fluoreszenzmikroskopie vorgesehene 
Präparate wurden mindestens 24 h in einer Lösung aus Chloralhydrat (5 g in 2 ml Aqua dest.) und 
Milchsäure (90%) (1:1; v/v) bei Raumtemperatur entfärbt um die Eigenfluoreszenz des pflanzlichen 
Gewebes zu unterdrücken. Die Mikroskopie der Präparate erfolgte hierbei im „Anti-Fading“-Reagenz 
DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan; 25 mg/ml in PBS Glycerin [1:10]). 
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2.5.1.2 Immunfluoreszenz 
Diese Untersuchungen wurden an Halmknoten von Pflanzen der Sommergerste `Danuta´ (GS; 
Infektionsrate = 30%) durchgeführt. Wegen des beträchtlichen Aufwandes wurde nur Material aus 
befallenen Pflanzen verwendet. Bei jüngeren (ca. vier Wochen) Pflanzen wurden die Befallenen 
durch Fluoreszenzmikroskopie nach Anfärbung mit Blankophor oder durch DAS-ELISA-Auswertung 
ermittelt. Bei älteren Pflanzen erfolgte die Auswahl nach dem Vorhandensein einer Brandähre.  
 
2.5.2   Probenvorbereitung für immunologische Untersuchungen 
2.5.2.1 Proteinextraktion aus Pilzkulturen 
Das Pilzmycel wurde von Agarplatten (MPA; 30 g/l Malzextrakt, 3 g/l Pepton aus Sojabohnenmehl, 
1,6% [w/v] Agar) bzw. aus einer Flüssigkultur (CzPep; 33,4 g/l Czapek, 0,2% [w/v] Pepton aus 
Sojabohnenmehl; pH 6,0) gewonnen und kurz in einem mit Rundfilterpapier (Modell 595, Schleicher 
& Schuell, 37586 Dassel) ausgelegten Büchnertrichter mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Modell 
Laboport, Fa. KnF Lab, 79112 Freiburg-Munzingen) getrocknet. Anschließend wurde das Mycel in mit 
300 µl Extraktionspuffer (PBS; 8,00 g/l NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, 
1000 ml Aqua dest.; [pH 7,2-7,4] + 0,05% Tween 20, 0,2% Polyvinylpyrrolidone 40000) befüllte 1,5 ml  
Reaktionsgefäßen mit speziellen Pistillen (Fa. VWR International GmbH, 64301 Darmstadt) 
homogenisiert. Die erhaltene Suspension wurde für 10 min bei 30000 g (4°C) zentrifugiert und 
anschließend sofort bei -18°C tiefgefroren. 
 
2.5.2.2 Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial 
Die Pflanzen wurden entweder im 3-Blatt-Stadium (EC 12; Zadoks et al. 1974) oder zum 1-Knoten-
Stadium (EC 31) abgeerntet und unter fließendem Wasser von anhaftender Erde befreit. Als 
Probenmaterial wurde der untere, ca. einen Zentimeter lange, aus dem Korn auswachsende 
Sprossabschnitt abpräpariert (EC 12), bzw. Pflanzenmaterial aus dem Nodienbereich (EC 31) 
entnommen und mit dem Skalpell auf einer analytischen Waage (Modell AE 163, Fa. Mettler, 35353 
Giessen) auf ein Gewicht von 20 mg zugeschnitten. Dieses Kürzen erfolgte bei den frühen 
Probenahmen immer durch Entfernen von Material vom oberen Ende (d.h. nie von der Basis, also 
dem Bereich des Vegetationspunktes) her. Anschließend wurde das Probenmaterial in mit 300 µl 
eiskaltem Extraktionspuffer (PBS; 8,00 g/l NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, 
1000 ml Aqua dest.; [pH 7,2-7,4] + 0,05% Tween 20, 0,2% Polyvinylpyrrolidone 40000) befüllte 1,5 ml 
Reaktionsgefäße überführt und wie bereits unter Kap. 2.5.2.1 für Proteinextraktionen aus in vitro-
Kulturen beschrieben weiterbehandelt. 
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2.5.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford 
Als Standard wurde Bovine Serum Albumin (BSA) verwendet. Zunächst wurden die Referenzlösungen 
(8 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml und 0,5 mg/ml) gemessen. Hierzu wurden 10 µl der 
Referenzlösung mit 990 µl Bradfordreagenz (20 mg Coomassie Blau in 25 ml Ethanol [96%] gelöst, 50 
ml o-Phosphorsäure [85%], ad 500 ml Aqua dest.) für 5 min inkubiert und anschließend bei einer 
Wellenlänge von 595 nm photometrisch (Modell Uvicon Spectrophotometer 922, Fa. Kontron) 
gemessen. In dem für die Proben relevanten Konzentrationsbereich bestand ein linearer 
Zusammenhang zwischen der eingesetzten Proteinmenge und der gemessenen Extinktion. Die 
Proben mit unbekanntem Proteingehalt wurden auf die gleiche Weise behandelt. Anschließend 
konnten mit Hilfe einer Standardkurve die Proteinkonzentrationen berechnet werden. 
 
 
2.5.3   Probenvorbereitung für DNA-basierte Untersuchungen 
2.5.3.1 DNA-Extraktion 
Die Isolate von U. nuda und U. tritici für die DNA-Extraktion wurden auf Malz-Pepton Agar (MPA; 30 
g/l Malzextrakt, 3 g/l Pepton aus Sojabohnenmehl, 1,6% [w/v] Agar) angezogen. Die Pflanzenproben 
wurden, wie in Kap. 2.5.2.2 beschrieben, zum Entwicklungsstadium EC 12 (Zadoks et al. 1974) 
abgeerntet und auf einer analytischen Waage (Modell AE 163, Fa. Mettler, 35353 Giessen) mit dem 
Skalpell auf ein Gewicht von 20 mg zugeschnitten. Zur Untersuchung wurde einzig der erste 
Zentimeter oberhalb des Korns abpräpariert und in einem Homogenisator (Modell Precellys 24, Fa. 
PEQLAB, 91052 Erlangen) für 20 s bei 5000 rpm aufgeschlossen. 
 
2.5.3.1.1 Extraktion mittels Kit (kurz) 
Die eigentliche DNA-Aufreinigung wurde mit einem Kit (Modell NucleoSpin [Plant 2], Fa. Macherey-
Nagel GmbH & Co KG, 52355 Düren) nach dem mitgelieferten Protokoll durchgeführt. Pflanzen-DNA, 
die als interner Standard mitlief, wurde auf die gleiche Weise aufgereinigt. 
 
2.5.3.1.2 Extraktion per Hand (lang) 
Der Probe wurde ein äquivalentes Volumen Phenol/Chloroform (1:1; pH 7,5-8,0) zugegeben. Die 
beiden Komponenten wurden gevortext bis sich eine Emulsion bildete. Diese wurde in einem 
nächsten Schritt bei 14000 g für 1 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Zentrifugationsschritt 
wurde in diesem Fall so oft wiederholt, bis sich zwei sauber voneinander getrennte Phasen erkennen 
ließen (an der Grenzschicht bildete sich in der Regel eine helle Proteinschicht aus). Die wässrige 
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Phase (oben) wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, die organische Phase (unten) und die 
eventuell ausgebildete Zwischenphase wurden verworfen. Das Protokoll wurde mit der wässrigen 
Phase so oft wiederholt, bis in der Zwischenphase kein Protein mehr auszumachen war. Der so 
gewonnenen Probe wurde ein äquivalentes Volumen Chloroform zugegeben und das Protokoll, 
beginnend mit dem Zentrifugationsschritt wiederholt. Die Rückgewinnung der Nukleinsäuren erfolgte 
durch Präzipitation mit einer doppelten Menge an Ethanol (96%). Pflanzen-DNA, die als interner 
Standard mitlief, wurde auf die gleiche Weise aufgereinigt. 
 
2.5.3.1.3 Extraktion per Hand (kurz) 
Eine Spatelspitze Pilzmaterial wurde in ein mit 100 µl Chelex (20%) (Fa. Bio-Rad, 80901 München) 
befülltes 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und wie folgt (Walsh et al. 1991) weiterbehandelt: 
  - Starkes Vortexen der Probe für 30 s 
  - Zentrifugieren der Probe für 4 min bei 16000 g und 4°C 
  - Inkubieren der Probe für 30 min bei 56°C 
  - Starkes Vortexen der Probe für 30 s 
  - Zentrifugieren der Probe für 4 min bei 16000 g und 4°C 
  - Inkubieren der Probe für 30 min bei 100°C  
  - Zentrifugieren der Probe für 3 min bei 16000 g und 4°C 
  - Übertragen des Überstandes in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß 
 
2.5.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung 
Im Anschluss an DNA-Extraktionen (Kap. 2.5.3.1) wurde mit einem Photometer des Herstellers 
Kontron (Modell Uvicon Spectrophotometer 922,) die Konzentration und die Reinheit der erhaltenen 
DNA bei einer Wellenlänge von 260 nm bzw. 280 nm überprüft. Eine Konzentration von etwa 50 mg 
DNA/ml Lösung entsprach einem OD-Wert von 1. Das Verhältnis des gemessenen Absorptionswertes 
bei einer Wellenlänge von 260 nm zu dem entsprechenden bei 280 nm gemessenen Wert gab erste 
Informationen über den Grad der Reinheit der untersuchten DNA-Probe. Bei komplett reiner DNA 
beträgt der Quotient 1,8 (Sambrook et al. 2001). Um ein geeignetes Volumen zu erhalten, wurde die 
DNA zuvor 1:200 verdünnt. Für alle Messungen diente Aqua dest. als Referenz. 
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2.5.3.3 DNA-Aufbereitung für die Sequenzierung 
Sequenzierungen wurden stets durch Seqlab-Sequence Laboratories (37085 Göttingen) durchgeführt. 
Für die HotShot Sequenzierungsreaktion (bis zu 1000 bp Leserahmen) mussten die Proben wie folgt 
vorbereitet werden. Die Menge an zu applizierender DNA entsprach einem Viertel der PCR-
Produktlänge in Nanogramm. Diese wurde zusammen mit 20 pmol Primern in ein 0,2 ml 
Reaktionsgefäß überführt und mit 5 mMol TRIS auf 7 µl aufgefüllt [www.seqlab.de]. So präpariert, 
wurden die Proben in einem wattierten Briefumschlag versandt. 
 
2.6  Vorversuche mit potentiellen Saatgutbehandlungsverfahren 
2.6.1   Hemmtests mit Pflanzenextrakten 
Die Extrakte wurden hergestellt, indem eine entsprechende Menge an Pflanzenmaterial (Fa. Alfred 
Galke GmbH, 37534 Gittelde/Harz) mit 50°C heißem Wasser übergossen und für 1 h gerührt wurde. 
Die verwendeten Konzentrationen betrugen 5% oder 10% (d.h. 5 g bzw. 10 g Pflanzenmaterial pro 
100 ml H2O). Der so erhaltene Extrakt wurde durch eine Baumwollgaze gegossen, durch eine 
Porzellannutsche vakuumfiltriert und bei 3000 U/min abzentrifugiert. Der klare Überstand wurde 
steril filtriert. Anschließend wurde doppelt konzentrierter Kartoffelextrakt-Dextrose-Agar (PDA; 78 
g/l, Fa. Roth, 76185 Karlsruhe) nach dem Autoklavieren 1:1 mit dem Sterilfiltrat gemischt. Jeweils 1,5 
ml dieses Gemisches wurden in drei 5 ml-Petrischalen überführt, so dass der Boden der Platten 
gerade von einem dünnen Film (ermöglicht die Auswertung am Mikroskop) bedeckt wurde. Als 
Kontrollen dienten Platten mit sterilem VE-Wasser und PDA-Medium. Die so hergestellten Platten 
wurden mit einer Sporensuspension (eine Spatelspitze U. nuda-Sporen in 10 ml sterilem VE-Wasser) 
mit einer Airbrushpistole (Modell Hansa 581, Fa. Harder & Steenbeck, 22851 Norderstedt) so 
besprüht, dass die Sporen auf den Platten möglichst einzeln zu liegen kamen. Nach einer 
Inkubationszeit von 24 h wurden die Platten unter dem Mikroskop (10 X Objektiv) mit Hilfe eines 
Netzmikrometers ausgezählt. Je Präparat wurden mindestens 100 Sporen ausgewertet. 
 
 
2.6.2   Phytotoxizitätstests 
Mittel (Ethanol [70%], Rhabarberwurzel [2,5%], Pestwurz [5%]), die wie unter Kap. 2.6.1 beschrieben 
eine in vitro-Aktivität gegen U. nuda aufwiesen, wurden in einem Phytotoxizitätstest bezüglich ihres 
Einflusses auf das Keimverhalten des Saatgutes überprüft. Ein zweistündiges Vorquellen der Körner 
in den jeweiligen Substanzen sollte gewährleisten, dass diese möglichst tief in das Korn und den 
Embryo gelangten. Der Test wurde in Saatschalen (50 Körner/Schale) angesetzt. Pro Behandlung 
wurden je drei Schalen bepflanzt. Die Aussaat- und Anzuchtbedingungen entsprachen den unter Kap. 
2.4.1.1 Angegebenen. Ausgewertet wurde nach 10 Tagen. Als Kontrolle diente ein für 2 h mit H2O 
behandelter Saatgutposten. 
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2.7  Mikroskopie 
Alle mikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Fluoreszenzmikroskop (Filtersatz 05, 
Anregungswellenlänge 395-440 nm, UV-Lampe HBO 100 W/2) (Modell Axioskop 2, Fa. Zeiss, 37081 
Göttingen) durchgeführt. Alle fotografischen Aufnahmen wurden mit einer Digitalkamera (3,0 
Megapixel) (Modell Moticam 2300, Fa. Motic China Group, Hong Kong, China) angefertigt. Für die 
Vermessung und Beschriftung der Fotografien wurde die zur Digitalkamera gehörende Software 
Motic Images 2.0  verwendet. Bei dem für diese Arbeit benutzten Binokular handelte es sich um ein 
Gerät des Herstellers Wild Heerbrugg (Modell M8, 86931 Prittriching). Konfokalmikroskopische 
Untersuchungen wurden an einem konfokalen Lasermikroskop des Herstellers Leica (TCS SP-MP, DM 
IBRE Mikroskop, 35578 Wetzlar) an der Technischen Universität Darmstadt durchgeführt. Die 
Anregungswellenlänge wurde mit einem 50-mW Krypton/Argon-Laser erzeugt und betrug 496 nm 
(Emission des Fluoreszenzfarbstoffs: 520-530 nm). 
 
 
2.7.1   Lichtmikroskopie 
2.7.1.1 Embryotest 
Die Befallsbestimmung des Saatgutbefalls mit U. nuda bzw. U. tritici erfolgte über einen Embryotest 
in Anlehnung an Morton (1961, 1967). Das Saatgut wurde hierzu zur Mazeration über Nacht in 5-
10%-iger NaOH-Lösung inkubiert. Nach Ablösung der Embryos von den restlichen Teilen des Korns 
wurden sie mit Hilfe von Sieben unterschiedlicher Maschenweite separiert, mit einer Pinzette in eine 
Lactoglycerin-Trypanblau-Lösung (Glycerin : Milchsäure [90%] : Aqua dest. [1:2:5] + 0,01% 
Trypanblau) überführt und kurz aufgekocht. Dabei wurden die gelblich braunen Embryos hellblau 
angefärbt. Überflüssiger Farbstoff wurde durch mehrmaliges Aufkochen in Lactoglycerin (Glycerin : 
Milchsäure [90%] : Aqua dest. [1:2:5]) entfernt. Die eigentliche Befallsermittlung wurde dann in 
Glycerin an einem Binokular (Modell M8, Fa. Wild Heerbrugg, 86931 Prittriching) durchgeführt, 
wobei infizierte Embryos eindeutig an den braun-bläulichen, das Scutellum durchziehenden 
Hyphensträngen zu identifizieren waren. 
Das Originalprotokoll wurde insofern abgewandelt, als beim Ansetzen der beschriebenen 
Gebrauchslösungen auf die Verwendung von Phenol verzichtet wurde. Anstelle von Lactophenol 
wurde somit Lactoglycerin und anstelle von Lactophenol-Trypanblau wurde Lactoglycerin-Trypanblau 
verwendet. Das Anfärben von Gerstenembryos führte aufgrund besserer Kontraste in der Regel zu 
eindeutigeren Resultaten als das Anfärben von Weizenembryos. 
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2.7.1.2 Färbung nach Kollmorgen und Ballinger 
Das Verfahren nach Kollmorgen und Ballinger (1987) wurde zum Anfärben von U. nuda in 
Blattscheiden verwendet, da diese das mehrmalige Aufkochen in NaOH (30%), Milchsäure (45%) und 
Essigsäure (ca. 30%) in der Regel gut überstanden. Zunächst wurde das Probenmaterial in ein 
Gemisch aus Ethanol (24%) und NaOH (30%; 1:1, v/v) überführt und für 5 min bei etwa 120°C im 
Dampfkochtopf inkubiert. Es folgte ein Waschschritt in Aqua dest. (2- bis 3-mal). Um die Aufhellung 
und die Fixierung der Blattscheiden abzuschließen, wurden diese in einem nächsten Schritt in ein 
Gemisch aus Ethanol (abs.) und Eisessig (3:1, v/v) überführt und erneut im Dampfkochtopf inkubiert. 
Abschließend wurde das Probenmaterial in einem Gemisch aus Milchsäure (45%) und Essigsäure 
(45%; 2:1, v/v) + 0,1% Trypanblau unter Erhitzen im Dampfkochtopf für ca. 10 min angefärbt und in 
Milchsäure (90%) mikroskopiert. 
  
2.7.1.3 Färbung nach Keogh et al. 
Eine weitere Methode, um älteres Blattmaterial anzufärben, war die nach Keogh et al. (1980). Hierzu 
wurde das Probenmaterial für 3 X 1 min in Färbelösung (Lactophenol-Trypanblau; 10 ml Milchsäure 
[90%], 10 ml Glycerin, 10 g Phenol, 10 mg Trypanblau in 10 ml Aqua dest. gelöst) aufgekocht. 
Anschließend wurden die Blattscheiden für 30 min bei Raumtemperatur in Chloralhydrat (2,5 g 
Chloralhydrat in 1 ml Aqua dest. gelöst) entfärbt und ebenfalls in Chloralhydrat mikroskopiert. 
 
 
2.7.2   Fluoreszenzmikroskopie 
2.7.2.1 Färbung mit Blankophor 
Die Anfärbung wurde nach einem Protokoll in Anlehnung an Rohringer et al. (1977) durchgeführt. 
Das anzufärbende Pflanzenmaterial wurde über Nacht (besser mehrere Tage) in einer Lösung aus 
Chloralhydrat (5 g in 2 ml Aqua dest.) und Milchsäure (90%) (1:1; v/v) bei Raumtemperatur fixiert 
und entfärbt. Die Proben wurden anschließend 2-mal in Phosphat gepufferter Saline (PBS; 8,00 g/l 
NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, 1000 ml Aqua dest.; pH 7,2-7,4) 
gewaschen, auf einen Objektträger überführt, für 3 min durch Zugabe der Färbelösung (0,01 M 
TRIS/HCl-Puffer + 0,01% Blankophor; pH 9,0) fluorochromiert und erneut 2-mal in PBS gewaschen. 
Anschließend wurden sie erneut auf einen Objektträger überführt und in DABCO (1,4-
Diazabicyclo[2.2.2]octan; 25 mg/ml in PBS Glycerin; 1:10) bzw. 0,1 M TRIS/HCl-Puffer (pH 9,0) 
mikroskopiert. DABCO konserviert hierbei die Fluoreszenz der Präparate während der Auswertung 
(„Anti-Fading“-Reagenz). 
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2.7.2.2 Färbung mit Anilinblau 
Eine Anilinblau-Färbung wurde nach einem Protokoll abgeändert nach Adam & Somerville 1996 
durchgeführt. Die Entfärbung des Blattmaterials erfolgte wie bereits unter Kap. 2.7.2.1 für das 
fluoreszenzoptische Verfahren mit dem Farbstoff Blankophor beschrieben. Im Anschluss an die 
Entfärbung wurden die Proben auf einen Objektträger überführt und mit der angesetzten 
Färbelösung (150 mM KH2PO4 + 0,01% Anilinblau in H2O; pH 9,5) fluorochromiert und nach 3 min 
Inkubation 2-mal in PBS (PBS; 8,00 g/l NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, 
1000 ml Aqua dest.; pH 7,2-7,4) gewaschen. Die Mikroskopie erfolgte im „Anti-Fading“-Reagenz 
DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan; 25 mg/ml in PBS Glycerin; 1:10). 
 
 
2.7.3   Konfokale Lasermikroskopie (CLSM) 
2.7.3.1 Immunlokalisation von U. nuda-Protein 
Die eigentliche Fixierung und Anfärbung wurde nach einem abgewandelten Protokoll nach Vitha et 
al. (1997) durchgeführt. Vier bzw. zehn Wochen alte Pflanzen wurden über Nacht bei 
Raumtemperatur in 4% (w/v) Paraformaldehyd fixiert. Nach Dehydrationsschritten (jeweils 
mindestens 30 min) in einer steigenden Ethanolreihe (30%, 50%, 70%, 90%, 96%, 99,9% Ethanol in 
PBS [8,00 g/l NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, 1000 ml Aqua dest.; [pH 7,2-
7,4] + 0,05% Tween 20, 0,2% Polyvinylpyrrolidone40000]) bei Raumtemperatur wurde das 
Probenmaterial über Nacht in Steedman`s Wachs (PEG 400 Distearate in Hexadecanol 9:1 [w/w]), 
einem Polyester mit einer Schmelztemperatur von ca. 38°C, eingebettet. An einem Cryomikrotom 
(Modell Cryocut CM 3050, Fa. Leica, 35578 Wetzlar) wurden Schnittketten mit einer Schnittdicke von 
20 µm angefertigt und auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Objektträgern (eigene Herstellung; s. 
unten) bzw. SuperFrost Plus Objektträgern (Fa. Thermo Scientific, 53113 Bonn) gesammelt. Das 
Entwachsen (jeweils mindestens 30 min) der angefertigten Schnitte wurde mit Hilfe von 
absteigenden Ethanolverdünnungen (96%, 90%, 70%, 50% Ethanol in PBS) vorgenommen. 
Anschließend wurden die Schnitte mit 0,1 X PBS abgespült, für 30 min in 1 X Mikrotubuli 
stabilisierendem Puffer (MTSB; 80 mM Na-PIPES [pH 6,9], 1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 4% 
Polyethylenglykol 6000) und für 10 min in 100% Methanol (-20°C) gewaschen. Für die eigentliche 
Immunlokalisation wurden die Präparate zunächst für 1,5 h mit 1% Bovine Serum Albumin (BSA) 
geblockt und über Nacht bei Raumtemperatur mit 200 µl Primärantikörper (polyklonales Kaninchen 
anti-U. nuda-Protein Serum; 1:200) in 1% (w/v) BSA in 0,1 X PBS inkubiert. Als Sekundärantikörper 
wurde ein grün-fluoreszierendes FITC Konjugat (Ziege anti-Kaninchen IgG; 1:200) ebenfalls in 1% 
(w/v) BSA in 0,1 X PBS für 2 h bei Raumtemperatur aufgetragen. Die Schnitte wurden für 2-mal 5 min 
in 1 X PBS gewaschen und anschließend unter 60 µl DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan; 25 mg/ml 
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in PBS Glycerin [1:10]) mit einem großen Deckgläschen abgedeckelt. Schnitte, die als Kontrolle für die 
Spezifität dienen sollten, wurden ohne Primärantikörper inkubiert. Die Schnitte wurden an einem 
konfokalen Lasermikroskop (Modell TCS SP-MP, DM IBRE Mikroskop, Fa. Leica, 35578 Wetzlar) 
mikroskopiert.  
  
Herstellung von „Steedman`s Wachs“ 
450 g Polyethylenglykol 400 di-Stearat wurden bei 60°C gerührt und geschmolzen. Unter 
anhaltendem Rühren (2 h) wurden 50 g Cetylalkohol zugegeben und im flüssigen Polyethylenglykol 
400 di-Stearat bei gleichbleibender Temperatur gelöst. Im Anschluss wurde der „Steedman`s Wachs“ 
auf einem mit Alufolie ausgelegten Tablett ausgegossen und über Nacht bei Raumtemperatur 
aushärten gelassen. Das Wachs konnte daraufhin in Stücke gebrochen und bis zur Verwendung bei 
Raumtemperatur gelagert werden. 
Herstellung von Poly-L-Lysin beschichteten Objektträgern 
Die Objektträger wurden mit Ethanol (70%) gereinigt und in einem Gestell getrocknet. Nach dem 
Trocknen wurde je ein Objektträger mit 60 µl Poly-L-Lysin beschichtet und durch einen zweiten 
Objektträger luftblasenfrei abgedeckelt. Die behandelten Objektträger wurden in einer feuchten 
Kammer für 2 h inkubiert, anschließend wieder voneinander getrennt, mit Aqua dest. abgespült und 
über Nacht trocknen gelassen. Die so hergestellten Poly-L-Lysin Objektträger wurden bis zu ihrer 
Verwendung bei -18°C in Präparatekästen aufbewahrt. 
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2.8  Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
2.8.1   Antikörpergewinnung 
Fast alle immunologischen Untersuchungen wurden mit der bereits durch Eibel (2002) verwendeten 
Antikörpercharge 991 durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusätzlich eine neue 
Antikörpercharge 118 hergestellt auf deren Verwendung in den jeweiligen Versuchen hingewiesen 
wird. 
 
2.8.1.1 Aufbereitung der Antigene 
Antigene aus U. nuda wurden zum einen durch Extraktion der löslichen Cytoplasmaproteine aus 
einer Flüssigkultur (CzPep; 33,4 g/l Czapek, 0,2% [w/v] Pepton aus Sojabohnenmehl; [pH 6,0], 
Inkubation auf Horizontalschüttler) hergestellt. Zu diesem Zweck wurden jeweils Kulturen 
verwendet, die sich während der Probennahme in der exponentiellen Wachstumsphase befanden. 
Zum anderen wurden Antigene aus in vitro-Kultur auf Malz-Pepton-Agar (MPA; 30 g/l Malzextrakt, 3 
g/l Pepton aus Sojabohnenmehl, 1,6% [w/v] Agar) gewonnen. Hierzu wurde das Mycel vorsichtig mit 
einem Spatel vom Agar gelöst. Um die Extraktion zu verbessern, wurde dieses zunächst mit flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Anschließend wurde es nach Zugabe von eigekühlter PBS (1:2, w/v) (PBS; 
8,00 g/l NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, 1000 ml Aqua dest.; pH 7,2-7,4) 
mit Seesand in einem auf Eis gestellten Porzellanmörser homogenisiert und abschließend 2-mal bei 
4°C zentrifugiert (10 min, bei 30000 g und 30 min bei 45000 g). 
 
2.8.1.2 Immunisierung und Gewinnung der Antiseren 
Die Antiserengewinnung und -aufreinigung (s. Kap. 2.8.1.3) wurde am Institut für Epidemiologie und 
Pathogendiagnostik (Arbeitsgruppe: Frank Rabenstein, 06484 Quedlinburg) durchgeführt. Hierzu 
wurde Kaninchen das aufgereinigte Antigen (s. Kap. 2.8.1.1) zusammen mit Freund Adjuvans 
(komplett bzw. inkomplett; Fa. Otto Nordwald, 22769 Hamburg) injiziert. Die Primärinjektion wurde 
mit komplettem Freund Adjuvans durchgeführt, da dieses aufgrund der hitzeinaktivierten 
Mykobakterien einen stark stimulierenden Effekt hat. Für die drei folgenden „Booster“-Injektionen 
wurde inkomplettes Freund Adjuvans verwendet. Insgesamt wurden vier Injektionen vorgenommen, 
eine Primärinjektion, zwei in zweiwöchigem Abstand folgende „Booster“-Injektionen und nach etwa 
vier Monaten eine abschließende Immunisierung. Jeweils eine Woche nach den Injektionen 
(ausgenommen der Primärinjektion) erfolgte eine Blutabnahme. 
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2.8.1.3 Aufreinigung der Antiseren 
Die Antiseren wurden zunächst unter Verwendung einer ÄKTA-Apparatur (Fa. GE Healthcare, 79111 
Freiburg) mittels einer Protein A-Säule aufgereinigt. In einem Folgeschritt wurden die konzentrierten 
IgGs über eine Desaltingsäule in PBS (PBS; 8,00 g/l NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 
0,20 g/l KCl, 1000 ml Aqua dest.; pH 7,2-7,4) umgepuffert. Die OD wurde bei 280 nm gemessen und 
die Proben mit 0,5 X PBS auf 1 mg/ml eingestellt. 
 
2.8.1.4 Biotinylierung der Antikörper für den DAS-ELISA 
Je 2 ml aufgereinigte Antikörper (AKs) wurden in Zeba Desalt Spin Columns (Fa. Thermo Scientific, 
Rockford, Amerika) unter Verwendung des mitgelieferten Protokolls von störenden Aminogruppen 
befreit. In einem nächsten Schritt erfolgte eine Biotinylierung der präparierten AKs (Abb. 2.8.1) mit 
einem EZ-Link Sulfo-NHS-Biotin Präparat (Fa. Thermo Scientific). Hierzu wurde nach langsamem 
Auftauen des Präparates eine 200 mM Lösung in reinem Aqua dest. angesetzt und sofort weiter 
verwendet. Fünfzig µl dieses Biotinylierungs-Reagenzes wurden jeweils zu 1 ml Antikörperlösung 
gegeben und dieser Ansatz für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Eine vorwiegende 
Biotinylierung der N-terminalen α-Aminogruppen und nicht der ε-Aminogruppen von Lysin sollte 
durch einen niedrigen pH-Wert (5,2) sowie einen zehnfach molaren Überschuss an Sulfo-NHS-Biotin 
erzielt werden (Harlow & Lane 1988, Savage et al. 1992). Ungebundenes und hydrolysiertes Biotin 
verblieb in der Probe.  
 
Abb. 2.8.1: Biotinylierung primärer (Protein-) Aminogruppen durch Sulfo-NHS-Biotin. 
Hierbei stellt das Sulfo-NHS-Biotin einen wasserlöslichen Aktivester dar, welcher vorwiegend 
durch das α-Amin-Nucleophil angegriffen wird. Als Nebenprodukt entsteht Sulfo-N-
Hydroxysuccinimid.  
 
Protein 
Protein 
Sulfo-NHS-Biotin 
Sulfo-N-hydroxysuccinimid 
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2.8.1.5 Präparation der Antikörper mit Fe-Nanopartikeln für den THz-Sensor-ELISA 
N-Ethyl-N-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimidhydrochlorid (EDC; 26 mM) und N-Hydroxysuccinimid 
(NHS; 10 mM) wurden in 1 M 2-(N-morpholino) ethansulfonsäure (MES-Puffer; pH 8,3) gelöst. Dieser 
Lösung wurde 1 ml einer Suspension (5 mg/ml) aus mit einer Polymerschicht umhüllten Eisen-
Nanopartikeln (Modell nanomag-D-SPIO 20 nm, Fa. Micromod, 18119 Rostock-Warnemuende) 
zugegeben. Dieser Ansatz wurde 2 h bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschüttler inkubiert. 
Anschließend wurden die Nanopartikel 2-mal mit Phosphat gepufferter Saline (PBS; 8,00 g/l NaCl, 
0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, 1000 ml Aqua dest.; pH 7,2-7,4) gewaschen. 0,5 
- 1 mg/ml der zu präparierenden Antikörper wurden zu den „aktivierten Nanopartikeln“ gegeben und 
für weitere 3 h bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschüttler inkubiert. EDC und Sulfo-NHS 
katalysieren hierbei die in Abb. 2.8.2 dargestellte Reaktion. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 
Glycin beendet. Das Ergebnis ist eine Kopplung zwischen Antikörpern und Fe-Nanopartikeln. 
 
 
Abb. 2.8.2: EDC-und Sulfo-NHS-aktivierte Fe-Kopplung einer primären (Protein-) 
Aminogruppe. EDC reagiert zunächst mit den Carboxylgruppen der die Fe-Nanopartikel 
umhüllenden Polymerschicht unter Bildung eines instabilen reaktiven o-Acylisoharnstoff. 
Dieses Zwischenprodukt ist in der Lage, mit einer primären N-terminalen Aminogruppe des 
mit Fe zu koppelnden Proteins, eine stabile Amidbrücke auszubilden. Sulfo-NHS stabilisiert in 
diesem Zusammenhang das reaktive Zwischenprodukt indem es dieses in einen Sulfo-NHS-
Ester umwandelt. A steht hierbei für den mit einer Polymerhülle umgebenen Fe-Nanopartikel, 
B für den Antikörper. 
 
 
 
A A A A 
B 
B 
EDC Sulfo-NHS 
O-Acylisoharnstoff 
Sulfo-NHS-Ester 
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2.8.2   Antikörpercharakterisierung 
2.8.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Herstellung eines Elektrophoresegels 
Zur Herstellung des Trenngels wurden die zuvor angesetzten Lösungen in der in Tab. 2.8.1 
angegebenen Reihenfolge gemischt und zügig in die Gelkammer eingegossen. Das Überschichten des 
polymerisierenden Gels mit 100 µl Ethanol (96%) führte zur Ausbildung einer glatten Oberfläche. 
Nach abgeschlossener Polymerisation (ca. 45 min) wurde das Ethanol durch vorsichtig dekantiert.  
 
Tab. 2.8.1: Pipettierschema zur Herstellung von SDS-Polyacrylamidelektrophoresegelen 
(Trenngel: 12,5%; Sammelgel: 5%). 
Komponente Trenngel (12,5%) Sammelgel (5%) 
Acrylamid-Lösung 5 ml 1,32 ml 
1 M TRIS/HCl, pH 8,9 4,5 ml / 
1 M TRIS/HCl, pH 6,8 / 1 ml 
Aqua dest. 2,2 ml 5,5 ml 
SDS (20%; w/v) 60 µl 40 µl 
Temed 10 µl 10 µl 
APDS (12%; w/v) 100 µl 100 µl 
 
 
Anschließend wurden die Komponenten des Sammelgels gemischt (s. Tab. 2.8.1) und sofort auf das 
bereits polymerisierte Trenngel gegossen. Zügig nach dem Gießen wurde das noch nicht 
polymerisierte Sammelgel mit einem Probenkamm bestückt werden. Nach ca. 30 min konnte mit der 
Gelelektrophorese begonnen werden (Schägger & von Jagow 1988). 
 
Vorbereitung der Proben 
20 µl Protein-Auftragspuffer wurde mit 20 µl Probe gemischt, bei 95°C in einem Wasserbad für 10 
min denaturiert und bei 10000 g für 5 min zentrifugiert. Anschließend wurden 10 µl dieser Probe in 
eine Tasche des bereits vorbereiteten Elektrophoresegels pipettiert. Bei dem mitgeführten 
Proteinstandard handelte es sich um einen Precision Plus Protein Standard (Dual Color, 2-250 kD, Fa. 
Bio-Rad, 80901 München). 
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Durchführung der Elektrophorese 
Die präparierten Gelkassetten wurden in eine Elektrophoresekammer (Modell Miniprotean-III, Fa. 
Bio-Rad 80901 München) eingesetzt. Die Elektrophoresekammer wurde daraufhin mit 
Elektrodenpuffer befüllt. Anschließend konnte vorsichtig der Kamm enfernt und die Proben 
aufgetragen werden. Am Netzgerät wurde eine konstante Spannung von 200 V angelegt. Die 
Elektrophorese wurde erst abgebrochen, wenn das Bromphenolblau nach ca. 45 min aus dem Gel 
herauszulaufen begann. Im Anschluss an die Coomassie Blau- bzw. Silber-Färbung wurden die Gele 
mit Hilfe eines handelsüblichen Flachbrettscanners dokumentiert. 
 
2.8.2.1.1 Coomassie Blau-Färbung eines Elektrophoresegels 
Das Gel  wurde im Anschluss an die Elektrophorese in eine Kunsstoffschale überführt und für 30 min 
in Coomassie Blau-Lösung (0,1% Coomassie Blau G-250 in 40% Methanol mit 10% Essigsäure) 
angefärbt (Schägger & von Jagow 1988). Der überschüssige Farbstoff wurde durch eine etwa 2 h 
dauernde Entfärbung in 40% Methanol mit 10% Essigsäure entfernt. 
 
2.8.2.1.2 Silber-Färbung eines Elektrophoresegels 
Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel in eine Kunststoffschale überführt und mit den in 
Tab. 2.8.2 angegebenen Verfahrensschritten (Blum et al. 1987) angefärbt. 
 
Tab. 2.8.2: Schritte einer Silber-Färbung (für zwei Gele). Zwischen allen Schritten wurde je 3-
mal mit Ethanol/H2O [50:50, v/v] für 2 min (Ausnahme: zwischen Schritt 1 und 2 wurde für 3-
mal 20 min mit Ethanol/H2O [50:50; v/v]) gewaschen. 
Färbeschritt Komponente Zeitbedarf 
Fixierung 
Ethanol/Essigsäure/Wasser 
(50:12:38; v/v/v) 
Inkubation über Nacht 
Vorbehandlung* 0,2 g Na2S2O3 in 500 ml Aqua dest. 1 min** 
Imprägnierung* 
0,4 g AgNO3 mit 100 µl 35% CH2O-Lösung in 
200 ml Aqua dest. 
20  min 
Entwicklung* 
12 g Na2CO3 mit 100 µl 35% CH2O-Lösung in 
200 ml Aqua dest. 
bis gewünschte 
Farbintensität erreicht 
wurde 
Ansäuerung 
Ethanol/Essigsäure/Wasser 
(50:12:38; v/v/v) 
2 min 
Aufbewahrung in Aqua dest. / 
*   Lösungen sind stets frisch anzusetzen 
    **Es ist auf die Benetzung des Gels zu achten 
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2.8.2.2 Western Blot Analyse 
Proteintransfer 
Im Anschluss an die unter Kap. 2.8.2.1 beschriebene Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) wurde 
zunächst das Sammelgel entfernt und das Trenngel für 5 min in Transferpuffer (5,81 g TRIS, 2,93 g 
Glycin, 0,375 g SDS in 500 ml Aqua dest. lösen [pH 9,1], 200 ml Methanol, ad 1 l Aqua dest.) 
äquilibriert. Es wurden eine Nitrocellulosemembran (NC-Membran; Modell Protean BA, Fa. 
Schleicher & Schuell, 37586 Dassel) und zwei Filterpapiere passend zugeschnitten (ca. 8,5 X 5,3 cm; 
Modell Protean XL Size, Fa. Bio-Rad, 80901 München) und wie das Gel in Transferpuffer  eingelegt. 
Die Membranschichten wurden in der Transferzelle (Modell B 2529, Fa. Sigma-Aldrich, 89555 
Steinheim) in der in Abb. 2.8.3 dargestellten Reihenfolge angeordnet. 
 
Kathode 
Blotting-Papier 
Trenngel 
NC-Membran 
Blotting-Papier 
Anode 
 
  Abb. 2.8.3: Anordnung der einzelnen Komponenten in der Transferzelle. 
 
Der eigentliche Proteintransfer erfolgte unter Anlegen einer konstanten Spannung (Spannungsgeber: 
Modell Pac 200, Fa. Bio-Rad, 80901 München) von 20 V für 90 min. Anschließend wurde die NC-
Membran in TBST-Puffer (1,21 g TRIS, 8,77 g NaCl, 0,5 ml Tween 20 in 500 ml Aqua dest. lösen)  
überführt. 
 
2.8.2.2.1 Immundetektion 
Die Immunfärbung der auf der Nitrocellulosemembran (NC-Membran) immobilisierten Proteine 
wurde nach den in Tab. 2.8.3 aufgeführten Verfahrensschritten durchgeführt. Eine Unterbrechung 
des Färbeverfahrens war nach Applikation des Primärantikörpers für bis zu drei Tage möglich. Hierzu 
musste die NC-Membran bei 4°C in der Antikörperlösung aufbewahrt werden. 
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  Tab. 2.8.3: Schritte der Immunfärbung. 
Färbeschritt Komponente Zeitbedarf 
Waschen 
TBST-Puffer 
1,21 g TRIS, 8,77 g NaCl, 0,5 ml 
Tween 20 in 500 ml H2O lösen 
auf pH 8,0 einstellen 
ad 1 l Aqua dest. 
3-mal 5 min 
Absättigung der 
Proteinbindestellen* 
TBST-Blotto 
2,5 g Magermilchpulver in 50 
ml TBST lösen 
60 min 
Primärantikörperbindung* 3 µl IgG in 30 ml TBST 90 min 
Zweitantikörperbindung* 
2 µl Ziege-Anti-(Kaninchen-
IgG)-IgG konjugiert mit 
alkalischer Phosphatase (Fa. 
Bio-Rad, 80901 München) in 
TBST-Puffer 
90 min 
Äquilibrierung 
Äquilibrierpuffer 
12,1 g TRIS, 5,84 g NaCl, 0,476 g 
MgCl2 in 500 ml Aqua dest. 
lösen 
auf pH 9,5 einstellen 
ad 1 l Aqua dest. 
1 min 
Farbreaktion 
Substratlösung 
340 µl 5-Brom-4-chlor-3-
indoxylphosphat (50 mg/ml in 
DMF, 440 µl Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid (75 mg/ml 
in 70% DMF in 100 ml TRIS-
Puffer (pH 9,5) lösen 
bis gewünschte Farbintensität 
erreicht wurde 
Abbruch der Farbreaktion* 
Stopppuffer 
2,42 g TRIS, 1,46 g EDTA in 500 
ml Aqua dest. lösen 
auf pH 8,0 einstellen 
ad 1 l Aqua dest. 
1 min 
   
  *  Nach diesen Verfahrensschritten folgt jeweils ein weiterer Waschschritt mit TBST- 
         Puffer für 3-mal 5 min  
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2.8.3   DAS-ELISA 
Für die hier durchgeführten Untersuchungen wurde in den meisten Fällen ein double antibody 
sandwich (DAS) -ELISA mit biotinylierten Antikörpern zur Detektion des Antigens (AGs) verwendet. 
Hierzu wurden 96-well Mikrotiterplatten (Modell U96 Maxisorp, Fa. Nunc, 65201 Wiesbaden) mit 
einem Arbeitsvolumen von 200 µl pro Kavität verwendet. Die Mikrotiterplatten wurden mit einer 
1:500-Verdünnung von Immunglobulin G in Beschichtungspuffer (1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3, 
ad 1000 ml Aqua dest. [pH 9,6]) beschickt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Um unspezifische 
Bindungen zu unterdrücken wurde jede Kavität mit 100 µl Blockpuffer (Beschichtungspuffer + 0,2% 
Bovine Serum Albumin [BSA]) befüllt und für 1 h bei 37°C inkubiert. Die Pflanzenextrakte (100 
µl/Kavität) wurden zusammen mit den Referenzproben für die Standardkurve (1300 ng, 650 ng, 130 
ng, 65 ng und 13 ng U. nuda-Protein/ml Extraktionspuffer) aufgetragen. Als zusätzliche Kontrolle 
dienten drei Kavitäten mit Extraktionspuffer ohne AG. Es folgte ein weiterer Inkubationsschritt für 2 
h bei 37°C. Anschließend wurden die Kavitäten mit Sekundärantikörper (biotinyliert; 1:500) in 
Konjugatpuffer (PBS; 8,00 g/l NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, ad 1000 ml 
Aqua dest. [pH 7,2-7,4]; + 0,05% Tween, 0,2% BSA) befüllt und für 1 h bei 37°C inkubiert. 
Streptavidin-Alkalische Phosphatase (StrAP; Fa. Roche, 68305 Mannheim) wurde als Enzym in einer 
Verdünnung von 1:7500 in 100 µl Konjugatpuffer pro Kavität appliziert. Es folgte eine weitere 
Inkubation von 30 min. Abschließend wurden 100 µl Substratpuffer (4,85 ml Diethanolamin [DEA], 30 
ml Aqua dest. [pH 9,8], ad 50 ml Aqua dest.) + 1 mg/ml p-NPP (para-Nitrophenylphosphat Na2-Salz, 
Hexahydrat; Fa. Serva, 69115 Heidelberg) je Kavität aufgetragen. 
Zwischen jedem Schritt wurde ein Waschschritt durchgeführt bei welchem die Platte 3-mal mit einer 
Spritzflasche mit Waschpuffer (halbkonzentrierte PBS + 0,05% Tween) ausgespült wurde. Die 
Auswertung erfolgte jeweils 2 h und 4 h nach dem Beginn der Enzym-Substrat-Reaktion und wurde 
bei einer Wellenlänge von 405 nm (Referenzwellenlänge 592 nm) mit einem ELISA-Reader (Modell 
Spectra mini microplate reader, Fa. Tecan, 74564 Crailsheim) durchgeführt. 
 
2.8.4   PTA-ELISA 
In einigen Fällen wurde zur Überprüfung der Antikörper (AK) auch auf einen indirekten PTA (plate-
trapped antigene) -ELISA zurückgegriffen. Als Konjugat diente in diesem Fall ZAKAK (Ziege anti 
Kaninchen IgG AP-Konjugat; Fa. DIANOVA GmbH, 20354 Hamburg). Hierzu wurden 96-well 
Mikrotiterplatten (Modell U96 Polysorp, Fa. Nunc, 65201 Wiesbaden) mit einem Arbeitsvolumen von 
200 µl pro Kavität verwendet. Die Mikrotiterplatten wurden mit 100 µl Antigen (5 µg/ml)/Kavität in 
Beschichtungspuffer (1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3, ad 1000 ml Aqua dest. [pH 9,6]) beschickt und 
über Nacht bei 4°C inkubiert. Um unspezifische Bindungen zu unterdrücken wurde jede Kavität mit 
100 µl Blockpuffer (Beschichtungspuffer + 0,2% Bovine Serum Albumin [BSA]) befüllt und für 1 h bei 
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37°C inkubiert. Die zu überprüfenden AKs  wurden jeweils in unterschiedlichen Konzentrationen 
(1:100 [10 µg/ml], 1:250 [4 µg/ml], 1:500 [2 µg/ml], 1:1000 [1 µg/ml] und 1:2000 [0,5 µg/ml]) in 
Konjugatpuffer (PBS; 8,00 g/l NaCl, 0,20 g/l KH2PO4, 1,44 g/l Na2HPO4*2H2O, 0,20 g/l KCl, ad 1000 ml 
Aqua dest. [pH 7,2-7,4]; + 0,05% Tween, 0,2% BSA) aufgetragen und für 2 h bei 37°C inkubiert. In 
einem nächsten Schritt wurden die Kavitäten mit ZAKAK (1:2000) in TRIS/HCl-Puffer (pH 8,0 + 0,2% 
BSA + 0,05% Tween) befüllt und für 1 h bei 37°C inkubiert. Abschließend wurden 100 µl 
Substratpuffer (4,85 ml Diethanolamin [DEA], 30 ml Aqua dest. [pH 9,8], ad 50 ml Aqua dest.) mit 1 
mg/ml p-NPP (para-Nitrophenylphosphat Na2-Salz, Hexahydrat; Fa. Serva, 69115 Heidelberg) je 
Kavität aufgetragen. 
Das Waschen zwischen jedem Schritt und die Auswertung erfolgten wie bereits in Kap. 2.8.3 für die 
Durchführung eines DAS-ELISA beschrieben. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  
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1300 
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13 
ng/ml 
13 
ng/ml 
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D 
Probe 
13 
Probe 
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Probe 
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Probe 
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Probe 
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Probe 
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Probe 
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Probe 
20 
Probe 
21 
Probe 
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Probe 
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Probe 
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E 
Probe 
25 
Probe 
26 
Probe 
27 
Probe 
28 
Probe 
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Probe 
30 
Probe 
31 
Probe 
32 
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Probe 
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Probe 
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Probe 
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Probe 
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H 
Probe 
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Probe 
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Probe 
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Probe 
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Probe 
65 
Probe 
66 
Probe 
67 
Probe 
68 
Probe 
69 
Probe 
70 
Probe 
71 
Probe 
72 
 
Abb. 2.8.4: DAS-ELISA-Auftragungsschema. Appliziert wurde ein Antigen-Standard (1300 
ng, 650 ng, 130 ng, 65 ng und 13 ng U. nuda-Protein/ml) sowie ein Leerwert (LW; 
Extraktionspuffer) und eine Positivkontrolle (PK; U. nuda von Agarplatte) jeweils in dreifacher 
Wiederholung. In den Reihen C bis H konnten pro Lauf weitere 72 Einzelproben in einfacher 
Wiederholung auf die Anwesenheit von U. nuda-Protein untersucht werden. 
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2.8.5   THz- (Bio-) Sensor ELISA  
2.8.5.1 Präparation der Trägermaterialien  
Zunächst wurde Quarzglas bzw. das Polystyrol mit Ethanol (70%) gereinigt und anschließend in einem 
Gestell getrocknet. Nach dem Trocknen wurden auf dem jeweiligen Trägermaterial mit Fettstift ca. 1 
X 1 cm große Quadrate umrandet und in diese 60 µl Poly-L-Lysin appliziert. Es folgte eine 
zweistündige Inkubation, ein Waschschritt mit Aqua dest. und das Trocknen lassen über Nacht bei 
Raumtemperatur. Die so hergestellten Poly-L-Lysin-beschichteten Trägermaterialien konnten bis zu 
ihrer Verwendung bei -18°C in Präparatekästen aufbewahrt werden. 
 
2.8.5.2 Coating der Trägermaterialien 
Die in Beschichtungspuffer (1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3, ad 1 l Aqua dest. [pH 9,6]) verdünnten 
(1:500) Antikörper (AK) wurden aufgetragen und über Nacht bei 4°C inkubiert. Durch 3-maliges 
Waschen mit Waschpuffer (halbkonzentrierte PBS + 0,05% Tween) wurden überschüssige AK vom 
Trägermaterial entfernt. Damit unspezifische Bindungen nur in möglichst geringem Maße zustande 
kamen, wurde jede Kavität mit 100 µl Blockpuffer (Beschichtungspuffer + 0,2% Bovine Serum 
Albumin [BSA]) befüllt und für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt 
wurden die Trägermaterialien bei 4°C in feuchten Kammern aufbewahrt. 
 
2.8.5.3 Messung 
Für erste Messungen wurde ein einfacher Ansatz gewählt. Der Sensor bestand hierbei aus einem 
Träger, welcher nach dem Coating direkt in den sich im Freiraum ausbreitenden THz (Terahertz) -
Strahl eingebracht werden konnte. Das THz-Signal durchstrahlte den Träger, trat hier mit dem 
Antikörper-Antigen-Komplex in Wechselwirkungen und konnte anschließend ausgewertet werden. 
Das verwendete THz-Setup bestehend aus THz-Quelle, Freistrahloptik und THz-Detektor wurde vom 
Fachbereich Mikrowellentechnik (Leitung: Prof. Rolf Jakoby) bereitgestellt. Der untersuchte 
Frequenzbereich reichte von 100 GHz bis 1 THz. Es handelte sich bei dem verwendeten System um 
ein THz-Dauerstrich-System welches das THz-Signal durch photokonduktive Mischung aus einem 
optischen Schwebungssignal erzeugt. Detaillierte Beschreibungen zu dem verwendeten THz-Setup 
sind Göbel (2011) zu entnehmen. 
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2.9  PCR 
2.9.1   Qualitative PCR 
Für die Detektion von U. nuda-DNA wurden Primer (UrrsF2s: 5`-AGA CTT CCT TCC TGG TGA ACG-3`, 
UrrsR2s: 5`-CTG TCA ATC CTT ACT ATG TCC-3`) basierend auf einer 18S-Sequenz (kleine Untereinheit 
der ribosomalen RNA-Gen-Sequenz; GenBank: DQ846895) verwendet. Mit dem Programm 
„PrimerBlast“ des NCBI (National Center for Biotechnology Information; 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) wurde der Entwurf und die Validierung der verwendeten 
Primer durchgeführt. Amplifikationen wurden in 20 µl Volumina angesetzt und orientierten sich an 
Untersuchungen von Kochanová et al. (2004). Die Primer (Fa. Eurofins MWG Operon, 85560 
Ebersberg) wurden hierzu im Vorfeld 1:10 mit sterilem Aqua dest. verdünnt. Ein typischer 
Reaktionsansatz beinhaltete 9,4 µl Aqua dest., 2,0 µl 10 X Puffer, 2,4 µl MgCl2, 2,0 µl dNTPs (Fa. 
Eurogentec, Seraing, Belgien), je 1 µl Primer (forward + reverse) und 2,0 µl DNA (s. Kap. 2.5.3.1). 
Soweit nicht anders beschrieben, wurde für die PCR ein Cycler der Firma Biometra (Modell T 
Gradient, 37079 Göttingen) verwendet. Zunächst wurde eine primäre Denaturierung für 10 min bei 
95°C durchgeführt, gefolgt von 40 Zyklen bestehend aus 30 s bei 95°C (Denaturierung), 1 min bei 
60°C (Primerhybridisierung) und 1 min bei 72°C (Elongation). Abschließend wurde ein 5 min 
dauernder Elongationsschritt durchgeführt und die Proben auf 4°C heruntergekühlt. Die eigentliche 
Auswertung erfolgte, wie unten beschrieben, über eine DNA-Gelelektrophorese. 
 
Gelelektrophorese 
Für das Gießen des Gels wurden 0,4 g Agarose NEEO Ultra (Fa. Roth, 76185 Karlsruhe) in 40 ml TRIS-
Acetat-EDTA-Puffer (TAE; 242 g TRIS, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA [pH 8,0], ad 1 l Aqua 
dest.) durch Erhitzen in einem Mikrowellengerät gelöst. Anschließend wurden 10 µl Ethidiumbromid 
(10 µg/µl) zugegeben und das ca. 50°C warme Gel in eine mit Kämmen bestückte Gelkammer 
gegossen und aushärten gelassen. Nach dem Festwerden konnte der Kamm vorsichtig aus dem Gel 
gezogen werden. Das Gel wurde daraufhin mit TAE-Puffer abgedeckt. Die Proben wurden zusammen 
mit „Loading Dye Blue“ (Fa. BioLabs, 65926 Frankfurt/Main) in einem Verhältnis von 6:1 vorsichtig in 
die Taschen pipettiert (hierbei sollte ein Gesamtvolumen von 20 µl nicht überschritten werden). Als 
Referenz wurden jeweils die beiden äußeren Bahnen mit 5-10 µl „100 bp DNA ladder“ bzw. „1 kb 
DNA ladder“ (Fa. BioLabs) beladen. Für die gelelektrophoretische Auftrennung wurde für ca. 1 h eine 
Spannung von 80-120 V (Modell Power PAC 300, Fa. Bio-Rad, 80901 München) angelegt. Die 
abschließende Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software „GeneSnap“ (Fa. Syngene, Camebridge, 
England) an einem Gerät des gleichen Herstellers (Modell Ingenius-Bio Imaging). 
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2.9.2   Quantitative PCR (Real-time PCR) 
Für die Detektion von U. nuda-DNA bzw. H. vulgare-DNA wurden Primer (ITSuf: 5`-TGT GGC TCG CAC 
CTG TCC AAC-3`, ITSur: 5`-TTC TCC TTG CGT CGC GCT GT-3` und ITShf: 5`-ACA CGC TCC CAA CCA CCC 
TCT-3`, ITShr: 5`-ACC ATG CGC TGT GTC CGA CG-3`) basierend auf einer 5.8S ribosomalen RNA-Gen-
Sequenz (jeweils internal spacer sequence 1 [ITS1]; GenBank: AY40069.1 bzw. FN556796.1) 
entworfen. Triticum aestivum-spezifische Primer (EF1αtf: 5`-ATG ATT CCC ACC AAG CCC AT-3`, 
EF1αtr: 5`-ACA CCA ACA GCC ACA GTT TGC-3`), für eine Detektion von U. tritici, wurden der Literatur 
entnommen (McGrann et al. 2008). Der Entwurf und die Validierung wurde mit dem Programm 
„PrimerBlast“ des NCBI (National Center for Biotechnology Information; 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) durchgeführt. Die Spezifität der Pilzprimer konnte im Vorfeld 
zum einen durch einen Datenbankabgleich mit Hordeum- (taxid: 4512) als auch Triticum- (taxid: 
4564) Sequenzen und zum anderen über einen Test auf mögliche Fehldetektionen mit der gesamten 
Datenbank überprüft werden. 
 
 
Abb. 2.9.1: Real-time PCR-Auftragungsschema. Aufgetragen wurden je drei Kavitäten mit 
4000 ng, 400 ng und 40 ng U. nuda-DNA/ml sowie 8000 ng, 800 ng und 80 ng H. vulgare-
DNA/ml, als auch je drei Negativkontrollen (NK; steriles Aqua dest.) als Standard. Die 
restlichen 72 Kavitäten konnten mit Templates unbekannter DNA-Konzentrationen bestückt 
werden. Da mit je drei Replikaten pro Probe gearbeitet wurde, konnten pro Platte jeweils nur 
12 Proben ausgewertet werden. 
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Die real-time PCR-Untersuchungen wurden auf einem Gerät der Firma Applied Biosystems (Modell 
ABI 7000, Foster City, Amerika) durchgeführt. Die Reaktionen wurden mit einem SYBRGreen Kit (Fa. 
Eurogentec, Seraing, Belgien) angesetzt. 20 µl Reaktionsvolumen beinhalteten hierbei 5 µl 
SYBRGreen Mix (Fa. Eurogentec), 1 µl Primer (forward + reverse), 2 µl steriles Aqua dest. und 1 µl 
DNA-Lösung (s. Kap. 2.5.3.1). Für jeden Lauf wurde eine Standardkurve mitgeführt, die durch Reihen 
bekannter Pathogen- und Gersten- (bzw. Weizen-) DNA-Konzentrationen hergestellt wurde. So war 
es möglich, die unbekannten U. nuda und H. vulgare- (bzw. T. aestivum-) DNA-Gehalte für die 
einzelnen Proben zu berechnen. Die Berechnung der DNA-Konzentrationen wurde mit dem 
Programm “ABI PRISM 7000 SDS” (Fa. Applied Biosystems) durchgeführt. Die H. vulgare- (bzw. T. 
aestivum-) Standardkurve wurde als interner Standard verwendet und beinhaltete 8 ng, 80 ng, 800 
ng und 8000 ng Pflanzen-DNA. Die U. nuda-Standardkurve wurde mit Konzentrationen von 4 ng, 40 
ng, 400 ng und 4000 ng Pilz-DNA angesetzt. Die errechneten Gehalte an Pilz- und Pflanzen-DNA 
wurden in einem nächsten Schritt zueinander in Relation gesetzt („normiert“). Dies geschah, um den 
Einfluss externer Parameter, wie die Effizienz der DNA-Extraktion, auf das Endergebnis möglichst 
niedrig zu halten und eine bessere Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 
Für beide Primerpaare wurden die gleichen Reaktionsbedingungen (Zellerhof et al. 2006) verwendet. 
Diese waren 10 min bei 95°C (1; primäre Denaturierung), gefolgt von 40 Zyklen mit 30 s bei 95°C (2; 
Denaturierung), 1 min bei 60°C (3; Primerhybridisierung) und 1 min bei 72°C (4; Elongation) sowie 
einer 5 min dauernden abschließenden Elongation bei 72°C (5). Die Aufbewahrung (6) der 
Reaktionsprodukte erfolgte bei 4°C (Abb. 2.9.2). 
 
  (1)   10`  →  95°C  (Denaturierung) 
  (2)  30“  → 95°C (Denaturierung) 
  (3)  1` → 60°C  (Primerhybridisierung)      40 X 
  (4)  1` →  72°C  (Elongation) 
  (5)  5` →  72°C  (abschließende Elongation) 
  (6)  ∞ →    4°C  (Aufbewahrung) 
   Abb. 2.9.2: Reaktionsbedingungen der real-time PCR. 
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3 Ergebnisse 
3.1  Mikroskopischer Nachweis 
Für den mikroskopischen Nachweis wurden verschiedene Färbemethoden verwendet. Bei festeren 
Pflanzengeweben, wie älteren Blättern oder abgetrennten Embryos, konnten mit den Trypanblau-
Anfärbungen (Kollmorgen & Ballinger 1987, Keogh et al. 1980, Morton 1961, 1967) meist sehr gute 
Ergebnisse erzielt werden (Abb. 3.1.1). Diese Methoden erwiesen sich aber aufgrund der mit den 
Aufkochschritten einhergehenden Aufweichung des Gewebes für empfindlichere Pflanzenteile, wie 
den Vegetationspunkt, als ungeeignet. Bessere Ergebnisse lieferte in diesen Fällen die 
Fluoreszenzmikroskopie mit Blankophor (angelehnt an Rohringer et al. 1977), die kein Aufkochen der 
Proben beinhaltete. 
 
3.1.1   Befallsbestimmung über Embryotest 
 
 
Abb. 3.1.1: Trypanblau-Anfärbung (Lichtmikroskopie) von U. nuda-Hyphen in abgetrennten 
Embryos. (A) Embryo mit Hyphen im Scutellum (Pfeile); (B) Gesunder Embryo. Der Balken 
für die Abb. A und B entspricht einer Länge von 1 mm. 
 
In mit Trypanblau angefärbten Embryos waren die Hyphen von U. nuda  (Abb. 3.1.1 A) vorwiegend im 
Scutellum lokalisiert. Sie erschienen vergleichsweise dick und knorrig. Die meisten Hyphen wuchsen 
interzellulär. In wenigen Fällen konnte jedoch auch intrazelluläres Wachstum beobachtet werden. 
Trypanblau-Anfärbungen von U. nuda in Gerste ergaben aufgrund besserer Kontraste in der Regel 
eindeutigere und brilliantere Ergebnisse als dies mit der gleichen Methodik für U. tritici in Weizen der 
Fall war. 
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3.1.2   Infektion der Ährenanlage 
 
 
 
Abb. 3.1.2: Hyphen von U. nuda im Vegetationspunkt und in den Ährenanlagen 
(Fluoreszenzmikroskopie mit Blankophor). (A) Zwei Tage nach Aussaat; (B) vier Tage nach 
Aussaat; (C) 10 - 14 Tage nach Aussaat, 3-Blatt-Stadium; (D) ca. 30 Tage nach Aussaat, 1-
Knoten-Stadium; (E) verspätetes Einwachsen in die Blütchen ca. 30 Tage nach Aussaat, 1-
Knoten-Stadium; (F) Gesunde Ährenanlage ca. 30 Tage nach Aussaat, 1-Knoten-Stadium; Die 
Balken der Abb. A, B, E und F entsprechen einer Länge von 200 µm, diejenigen der Abb. C 
und D 100 µm. Äa = Ährenanlage, Äh = Ährchen, Bp = Blattprimordia, Sc = Scutellum, Vp = 
Vegetationspunkt. 
 
Äa Bp 
Bp 
Sc 
Vp 
Vp 
Äh 
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Ein Einwachsen von Pilzhyphen in den Vegetationspunkt konnte ab dem fünften bis siebten Tag nach 
Aussaat beobachtet werden (Abb. 3.1.2 C). In keinem Fall waren Pilzhyphen im Endosperm 
vorhanden. Die Menge und Dichte von Hyphen innerhalb der sich entwickelnden Ährenanlage und 
dem darunterliegenden meristematischen Pflanzengewebe nahm im Laufe der Pflanzenentwicklung 
stetig zu. Das Pathogen bildete hierbei ein dichtes Hyphennetzwerk aus und wuchs in einigen Fällen 
bereits zu sehr frühen Stadien der Wirtspflanzenentwicklung auch in die Blattprimordien ein (Abb. 
3.1.2 B). In den Ähren- und Blattanlagen wuchsen die Hyphen parallel zur Längsachse. Zum 1-Knoten-
Stadium waren die Ähren- und Blattanlagen in der Regel bereits vollständig durch U. nuda kolonisiert 
(Abb. 3.1.2 D). Bis zu diesem Zeitpunkt konnte man noch von einem einfachen Raumparasitismus 
sprechen, da noch keine Störungen der Morphologie der Ährenanlagen zu beobachten war. Die 
Pilzhyphen wuchsen im noch zarten Zellgefüge unter starker Verzweigung. In wenigen Fällen wuchs 
der Pilz erst verspätet in die sich entwickelnde Ährenanlage ein (Abb. 3.1.2 E). Hierbei wuchsen die 
Hyphen stets distal, und zwar nicht nur parallel zur Längsachse, sondern auch zielgerichtet in die sich 
ausbildenden Blütchen (senkrecht zur Längsachse) hinein. 
 
3.1.3   Lokalisation im Halmknoten 
 
Abb. 3.1.3: Blankophoranfärbung (Fluoreszenzmikroskopie) von U. nuda-Hyphen (Pfeile) im 
Knotengewebe. (A) Längsschnitt und (B) Querschnitt durch einen Halmknoten. Der Balken in 
Abb. A entspricht 100 µm, derjenige in Abb. B 50 µm. Ka = Kambium, Pa = Parenchym, Ph = 
Phloem, Xy = Xylem. 
 
In infizierten Pflanzen konnten in allen Halmknoten Hyphen von U. nuda bzw. U. tritici beobachtet 
werden. Sie waren sehr zahlreich und wuchsen auch hier fast ausschließlich parallel zur Längsachse. 
Ausgehend vom Knotengewebe konnte, wie bereits für die Blattprimordien beschrieben, ein 
Einwachsen in die Blattscheide beobachtet werden (Abb. 3.1.3 A). Die Pilzhyphen waren vorwiegend 
im Leitgewebe lokalisiert (Abb. 3.1.3 B) und konnten in diesem Gewebe sowohl inter- als auch 
intrazellulär wachsend beobachtet werden. In den Internodien wurden keine Pilzhyphen beobachtet, 
obwohl das Internodiengewebe über große Interzellularräume verfügte. 
Ka 
Pa 
Xy 
Ph 
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3.1.4   Lokalisation im Blatt 
Im Blattgewebe konnten U. nuda bzw. U. tritici über eine Autoklavier-Färbemethode (Kollmorgen & 
Ballinger 1987) sichtbar gemacht werden. Mit dem verwendeten Farbstoff Trypanblau wurden in 
allen Experimenten hervorragende Kontraste erzielt. Pilzhyphen wuchsen, wie bereits im Knoten- 
und Vegetationspunktgewebe beobachtet, innerhalb der Leitbündel und parallel zur Längsachse 
(Abb. 3.1.4 A). In den Blättern konnte, anders als in den Vegetationspunkten, auch ein senkrecht zur 
Längsachse orientiertes Hyphenwachstum beobachtet werden, welches anscheinend die 
längswachsenden Hyphen miteinander verband. Weiterhin konnten Hyphen identifiziert werden, die 
in Richtung zu den Tracheen wuchsen. (Abb. 3.1.4 B + Abb. 3.1.4 C). 
 
 
 
Abb. 3.1.4: Hyphen von U. nuda (Pfeile) im Blattgewebe (Trypanblau-Anfärbung, 
Lichtmikroskopie). (A) Hyphenwachstum innerhalb der Leitbündel und parallel zur 
Längsachse; (B) Hyphenwachstum senkrecht zur Längsachse; (C) Hyphenwachstum in 
Richtung der Leitbündel. Die Balken in den Abb. A, B und C entsprechen jeweils 25 µm. Pa = 
Parenchym, Sg = Schraubengefäße. 
 
Pa 
Sg 
_ Ergebnisse Kapitel 3 . 
45 
 
3.1.5   Immunlokalisation von U. nuda im Pflanzengewebe (konfokale Lasermikroskopie) 
 
Abb. 3.1.5: Immunlokalisation von U. nuda im Pflanzengewebe. (A-C) und (D-F): Präparate 
mit Hyphen in Leitbündelgewebe. (G-I): Präparat mit Hyphen im Vegetationskegel. (J-K): 
Kontrollpräparat ohne Behandlung mit dem Primärantikörper. Bei den Abb. A, D, G, J handelt 
es sich um Durchlichtaufnahmen, bei B, E, H, K um Fluoreszenzaufnahmen und bei C, F, I um 
die Überlappungsbilder der Präparate. Die Balken in den Abb. A-C, G-I und J-K entsprechen 
50 µm, diejenigen in den Abb. D-F 25 µm. 
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Mit Hilfe fluoreszenzmarkierter Sekundärantikörper (FITC-Konjugat) konnten Hyphen von U. nuda im 
Gewebe infizierter Pflanzen spezifisch detektiert werden. Der Pilz konnte auch über dieses Verfahren 
in den Leitbündeln (Abb. 3.1.5 A-F) und im Vegetationspunkt (Abb. 3.1.5 G-I) angefärbt werden. Die 
Pilzhyphen wuchsen, wie bereits beschrieben, parallel zur Längsachse und verzweigten sich 
unregelmäßig. Abb. 3.1.6 D-F deutet darauf hin, dass die Hyphen von U. nuda in den Leitbündeln 
infizierter Pflanzen nicht nur interzellulär, sondern auch intrazellulär wuchsen. In einigen Fällen 
schien es fast so, als wären manche Zellen vollkommen von Pilz ausgefüllt. Ebenso war zu 
beobachten, dass einzelne oder mehrere Zellen mehr oder weniger vollständig von Hyphen umgeben 
waren (Abb. 3.1.5 A-C). Als Kontrolle dienten Präparate, die nicht mit dem Primärantikörper 
behandelt wurden. Bei ihnen konnten in keinem Fall Pilzhyphen identifiziert werden. Es war lediglich 
eine schwache Eigenfluoreszenz der Leitbündel zu beobachten (Abb. 3.1.6 J+K). 
 
3.1.6   Trypanblau-Anfärbung von A. thaliana-Pflanzen nach Inokulation mit U. nuda 
 
Abb. 3.1.6: Trypanblau-Anfärbung von A. thaliana-Pflanzen nach Inokulation mit U. nuda-
Sporen. (A) Auskeimende Sporen auf der Blattoberfläche und (B) interzellulär wachsende 
Hyphe in Leitbündelnähe. Der Balken in Abb. A entspricht 20 µm, derjenige in Abb. B 15 µm. 
Pa = Parenchym, Sg = Schraubengefäße. 
 
Inokulationen von A. thaliana mit U. nuda-Sporen führten einzig bei der Tripelmutante pen2 pad4 
sag101 sowie den Doppelmutante pen2 pad4 und pad4 sag101 (s. Tab. 2.4.1), und hier auch nur in 
wenigen Fällen, zu einer Infektion. Nur auf diesen drei Mutanten wurden auf der Blattoberseite 
auskeimende Sporen beobachtet (Abb. 3.1.6 A). Ein Wachstum des Pilzes im Pflanzengewebe konnte 
nur in zwei Blättern der Doppelmutante pen2 pad4 ausgemacht werden. Die Hyphen wuchsen hier, 
ähnlich wie für Gerstenblätter beschrieben, parallel zur Längsachse und innerhalb der Leitbündel 
(Abb. 3.1.7 B). Auf eine aufwändige quantitative Auswertung wurde aufgrund der minimalen 
Infektionsrate verzichtet. 
Pa 
Sg 
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3.2  Immunologischer Nachweis 
Fast alle immunologischen Untersuchungen wurden mit der Antikörpercharge 991 durchgeführt. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde zusätzlich eine neue Antikörpercharge 118 hergestellt. Wird im 
weiteren Verlauf lediglich von Antikörpern gesprochen ist immer von der Antikörpercharge 991 die 
Rede. 
 
3.2.1   Charakterisierung der Antikörpercharge 991 
3.2.1.1 SDS-PAGE 
 
 
Abb. 3.2.1: Silberfärbung nach SDS-Elektrophorese des zur Immunisierung verwendeten 
Antigens sowie von Extrakten aus Pflanzen. Von links nach rechts: [PS] Proteinstandard, [AG] 
Antigen, [-] Extrakt aus Knoten einer gesunden Pflanze, [+] Extrakt aus Knoten einer kranken 
Pflanze. 
 
Nach  Silberfärbung (Abb. 3.2.1) der mit der SDS-Elektrophorese aufgetrennten Proteine des zur 
Immunisierung verwendeten Antigens erschienen drei stärkere Banden in der Größenordnung von  
ca. 100 kD, ca. 70 kD und ca. 33 kD. Banden dieser  Größen konnten im Pflanzensaft gesunder [-] und 
infizierter [+] Pflanzen nicht beobachtet werden. Auch war kein Unterschied im Bandenmuster 
zwischen den Extrakten aus gesunden [-] und infizierten [+] Pflanzen erkennbar. Es waren 
überwiegend Proteine im  Größenbereich von ca. 80 kD und ca. 50 kD vorhanden. 
 
250 kD - 
150 kD - 
100 kD - 
  75 kD - 
 
  50 kD - 
 
  37 kD - 
 
 
 
  25 kD - 
      PS            AG      -           + 
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3.2.1.2 Immunoblot 
 
 
Abb. 3.2.2: Immunoblot nach SDS-Elektrophorese des zur Immunisierung verwendeten 
Antigens sowie von Extrakten aus Pflanzen. Von links nach rechts: [PS] Proteinstandard, [AG] 
Antigen, [-] Extrakt aus Knoten einer gesunden Pflanze, [+] Extrakt aus Knoten einer kranken 
Pflanze. 
 
 
Im Immunblot des für die Immunisierung verwendeten Antigens konnte, anders als mit der 
Silberfärbung (vergl. Abb. 3.2.1), lediglich ein „Schlier“ beobachtet werden (Abb. 3.2.2). Am 
intensivsten war dieser in der Größenordnung von < 75 kD. Ebenso war im Immunoblot von Protein 
aus einer infizierten [+] Wirtspflanze ein stärker angefärbter Bereich vorhanden, der in der 
Größenordnung von ca. 50-75 kD lag (Abb. 3.2.2; geschweifte Klammer). Im Gegensatz dazu war im 
Immunoblot des Proteinextraktes aus der gesunden Pflanze nur ein sehr schwach angefärbter 
Bereich zu erkennen. 
 
 
3.2.2   Charakterisierung der Antikörpercharge 118 
3.2.2.1 SDS-PAGE 
Mit dem für die Herstellung der neuen Antikörpercharge 118 verwendeten Antigen war es mit Hilfe 
einer Silberfärbung (Abb. 3.2.3) möglich, nach SDS-Elektrophorese ein Proteinbandenmuster zu 
erzeugen. Die sechs auffälligsten Banden hatten ein Molekulargewicht von ca. 100 kD, 75 kD, 62 kD, 
PS         AG       -               + 
250 kD - 
150 kD - 
100 kD - 
  75 kD - 
 
  50 kD - 
 
  37 kD - 
 
 
  25 kD - 
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55 kD, 45 kD und 37 kD. Auch bei diesem Lauf war keine eindeutige Unterscheidung anhand des 
Proteinbandenmusters zwischen gesunder [-] bzw. infizierter [+] Wirtspflanze möglich. In der Probe 
aus der infizierten [+] Wirtspflanze befand sich lediglich eine dickere, stärker angefärbte Bande in der 
Größenordnung von ca. 100 kD, die in der Probe aus der  gesunden [-] Wirtspflanze nicht vorhanden 
war. Diese Bande lief damit auf der gleichen Höhe wie die Bande mit dem höchsten 
Molekulargewicht in der Probe des Antigens. 
 
 
 
Abb. 3.2.3: Silberfärbung nach SDS-Elektrophorese des zur Immunisierung verwendeten 
Antigens sowie von Extrakten aus Pflanzen. Von links nach rechts: [PS] Proteinstandard, [AG] 
Antigen, [-] Extrakt aus Knoten einer gesunden Pflanze, [+] Extrakt aus Knoten einer kranken 
Pflanze. 
 
 
3.2.2.2 Immunoblot 
Nach SDS-Elektrophorese des für die Antikörperherstellung (Charge 118) verwendeten Antigens und 
Immunoblotten mit dem neuen Antikörper 118 wurden im Gegensatz zur Charge 991 (vergl. Abb. 
3.2.2) diskrete Bande erhalten. Hierbei handelte es sich hauptsächlich um Proteine der 
Größenordnung von ca. 65 kD und ca. 45 kD. Proteine aus Extrakt der gesunden [-] Wirtspflanze, die 
mit den Antikörpern im Immunoblot reagiert hatten, waren nicht vorhanden. Hingegen konnte für 
Protein aus Extrakt einer infizierten [+] Wirtspflanze ein angefärbter Bereich ausgemacht werden, 
welcher in der Größenordnung von ca. 35 - 50 kD lag (Abb. 3.2.4; geschweifte Klammer) und somit 
mit den angefärbten Bereichen in der Spur des Antigens zumindest teilweise übereinstimmte.  
    PS            AG                -                  +        
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150 kD - 
 
100 kD - 
  75 kD - 
 
 
  50 kD - 
 
  37 kD - 
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Abb. 3.2.4: Immunoblot nach SDS-Elektrophorese des zur Immunisierung verwendeten 
Antigens sowie von Extrakten aus Pflanzen. Von links nach rechts: [PS] Proteinstandard, [AG] 
Antigen, [-] Extrakt aus Knoten einer gesunden Pflanze, [+] Extrakt aus Knoten einer kranken 
Pflanze. 
 
3.2.3   Vergleich von Antikörpercharge 991 mit Antikörpercharge 118 
3.2.3.1 Vergleich nach SDS-Elektrophorese 
 
 
Abb. 3.2.5: Banden (Silberfärbung) nach SDS-Elektrophorese der gegen U. nuda-Protein 
gerichteten Antikörper der Chargen 991 und 118. [PS]: Proteinstandard. 
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Nach SDS-Elektrophorese und Silberfärbung wurden für beide Antikörper je zwei starke und einige 
schmale Banden erhalten. Beide Antikörper hatten eine der starken Banden mit einem 
Molekulargewicht von ca. 50 kD gemeinsam. In der zweiten starken Bande variierten beide 
Antikörper. Sie bestand für die Antikörpercharge 991 aus Proteinen der Größenordnung von ca. 20 
kD und für die neue Antikörpercharge 118 aus Proteinen der Größe von ca. 27 kD. Schmale Banden 
für Proteine mit Größen von ca. 100 kD und 150 kD waren ebenfalls in beiden Antikörperchargen 
vorhanden. 
 
 
3.2.3.2 Untersuchungen zur Spezifität in vitro 
 
Abb. 3.2.6: Reaktivität der Antikörpercharge 991 im DAS-ELISA mit Proteinextrakten aus in 
vitro-Kulturen verschiedener phytopathogener Pilze und des Oomyceten Pythium spec. 
 
Abbildung 3.2.6 zeigt die Reaktivität der polyklonalen, gegen U. nuda-Protein gerichteten Antikörper 
(AK) der Charge 991, mit Proteinextrakten anderer phytopathogener Pilze und des Oomyceten 
Pythium spec. Hauptaugenmerk lag hierbei auf den zur Familie der Ustilaginaceae gehörenden Arten 
(Sporisorium sorghi, Ustilago maydis, U. avenae, U. hordei und U. tritici) sowie den Arten aus der 
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Familie der Tilletiaceae (Tilletia controversa und T. caries). Zu Kreuzreaktionen kam es mit allen Arten 
der Familie Ustilaginaceae. Die Übereinstimmung war am größten mit S. sorghi und betrug hier ca. 
65 - 85% der homologen Reaktion. Die Kreuzreaktivität war am geringsten bei U. tritici. Keine 
nennenswerten Kreuzreaktionen wurden mit den zwei Tilletia-Arten gemessen. Die ermittelten 
Extinktionen lagen in der Größenordnung < 5% der homologen Reaktion. Auch mit den drei weiter 
entfernt verwandten Arten Rhizoctonia spec. (Klasse: Basidiomycetes) und Fusarium spec. (Klasse: 
Ascomycetes) sowie Pythium spec. (Klasse: Oomycetes) kam es zu keinen oder nur geringen 
Kreuzreaktionen. Die Reaktivität der Charge 991 ist damit im wesentlichen auf die Familie der 
Ustilaginaceae beschränkt. 
 
Abb. 3.2.7: Reaktivität der Antikörpercharge 118 im DAS-ELISA mit Proteinextrakten aus in 
vitro-Kulturen verschiedener phytopathogener Pilze und des Oomyceten Pythium spec. 
 
Im Falle der Antikörpercharge 118 kam es einzig mit U. hordei zu einer schwachen Kreuzreaktion. Die 
Übereinstimmung betrug hier etwa 35% der homologen Reaktion. Für alle weiteren Proteinextrakte 
konnten keine Kreuzreaktionen beobachtet werden, die einen Wert von > 20% der homologen 
Reaktion aufwiesen. Mit der erhöhten Spezifität des DAS-ELISA ging eine verringerte Sensitivität des 
Nachweises einher. Bei gleichen Reaktionsbedingungen wurde mit der Antikörpercharge 118, mit 
dem Antigen aus U. nuda, nur eine Extinktion < 0,2 gemessen, während der entspechende Wert mit 
der Antikörpercharge 991 > 0,5 betrug  (vergl. Abb. 3.2.6). 
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3.2.3.3 Untersuchungen zur Sensitivität in vitro 
 
Abb. 3.2.8: Vergleich der Absorption unter Verwendung der neuen (Charge 118: 
durchgezogene Linie) und alten Antikörpercharge (Charge 991: gepunktete Linie) im PTA 
(plate-trapped antigene) -ELISA. Gecoatet wurde mit 1 µg Antigen/ml. 
 
 
 
Das unter Kap. 3.2.3.2 mit dem DAS-ELISA erhaltene Ergebnis einer erhöhten Affinität der 
Antikörpercharge (AK-Charge) 991 (Abb. 3.2.6) zum homologen Antigen im Vergleich zur Charge 118 
(Abb. 3.2.7) konnte im PTA-ELISA nicht bestätigt werden. Hier wurden mit den Antikörpern der 
Charge 118 höhere Absorptionswerte erhalten als mit der Charge 991. Die neue AK-Charge 118 
lieferte bis zu einer Verdünnung von 1:2000 hinreichend hohe Messwerte. Im Bereich der bis zu 
diesem Zeitpunkt verwendeten AK-Konzentrationen von 1:500 kam es mit der Antikörpercharge 118 
zu einer 4-mal stärkeren Enzym-Substrat-Reaktion bei nahezu identischen Leerwerten. Spätere 
Untersuchungen (nicht gezeigt) zeigten jedoch, dass die neue AK-Charge 118 für die Detektion von 
Pflanzenpathogenen in der Wirtspflanze keinesfalls sensitiver war als die alte AK-Charge 991. 
 
3.2.4   Untersuchung zur Lokalisation des Pilzes vor dem Ährenschieben 
Es wurden zwei identische Experimente mit je 71 Einzelproben durchgeführt. Da in beiden 
Experimenten sehr ähnliche Ergebnisse erzielt wurden, ist hier exemplarisch nur das Ergebnis des 
einen dargestellt (Abb. 3.2.9). In den Halmknoten von Pflanzen, die aus infiziertem (aufgrund von 
Blüteninokulation), aber mit Tebuconazol behandeltem Saatgut angezogen wurden, konnten nur 
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geringe Mengen an U. nuda-Protein (< 500 ng U. nuda-Protein/ml) gemessen werden. Gleiches galt 
für 44 der 59 untersuchten Pflanzen der infizierten, nicht gebeizten Saatgutcharge. In den restlichen 
15 Pflanzen aus dieser Charge konnten jedoch erhöhte U. nuda-Proteingehalte detektiert werden, 
die sich in einem Bereich von 600-3000 ng U. nuda-Protein/ml bewegten. Legt man den Grenzwert 
von ca. 500 ng U. nuda-Protein/ml zugrunde, so liegt der durch den DAS-ELISA prognostizierte Befall 
mit 25% knapp unterhalb des Befallsgrades, der für die gleiche Saagutcharge mit dem  Embryotest 
ermittelt  wurde (41%). Für die Interpretation des Ergebnisses ist allerdings zu beachten, dass die 
verwendete Saatgutcharge aufgrund des Flugbrandbefalls einen reduzierten Auflauf zeigte, d.h. ein 
Teil der befallenen Körner keimte erst gar nicht aus. 
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3.2.5   Überprüfung der Anwendbarkeit für verschiedene Getreidearten 
Für die Detektion von U. nuda bzw. U. tritici bereits vor dem 1-Knoten-Stadium (etwa 30 Tage nach 
Aussaat) war es essentiell, dass der Vegetationspunkt in der zu untersuchenden Probe enthalten war. 
Da sich der Vegetationspunkt in den ersten 7 Tagen nach Aussaat in der Regel noch sehr nah am bzw. 
im Korn befand, wäre eine Probennahme nur mit erheblichem Aufwand (Freilegen des 
Vegetationspunktes) möglich gewesen. Erst ab dem 7. Tag nach Aussaat (1-Blatt-Stadium) konnte der 
Pilz in mikroskopischen Untersuchungen in Pflanzenteilen beobachtet werden, die deutlich 
außerhalb des Kornes lagen. Etwa ab dem 10.-14. Tag nach Aussaat (3-Blatt-Stadium) konnte der 
Vegetationspunkt im untersten Teilstück (etwa 1 cm) des aus dem Korn auswachsenden Sprosses 
unter dem Binokular sicher detektiert werden (Abb. 3.2.10). 
 
 
 
Abb. 3.2.10: Lokalisation des Vegetationspunktes (Pfeil) in der Wirtspflanze zum 3-Blatt-
Stadium (10-14 Tage nach Aussaat). (A) Pflanzenbasis mit Kronenwurzeln und 
Bestockungsknoten; (B) Längsschnitt durch den Bestockungsknoten. Die Balken für die 
Abbildung A und B entsprechen jeweils 3 mm. 
 
 
Bei Gerste und Weizen war es bereits zum 3-Blatt-Stadium (10-14 Tage nach Aussaat) möglich, 
infizierte Pflanzen zu detektieren (Abb. 3.2.11). Die für die Sommergerste `Danuta´ erhaltenen 
Ergebnisse können direkt mit denen in Abb. 3.2.9 verglichen werden, da die Pflanzen aus Körnern der 
gleichen Saatgutcharge angezogen wurden. Bei Zugrundelegung des gleichen Grenzwertes wie oben 
(> 500 ng/ml) wäre der prognostizierte Befall mit dem DAS-ELISA 92% für die Sommergerste 
`Danuta´, 25% für die Wintergerste `Igri´, 100% für den Sommerweizen `Apogee´ und 100% für den 
Winterweizen `Akteur´ und würde somit stark von den im Embryotest ermittelten Befallswerten 
(41%, 10%, 61% und 70%) abweichen. Bei Zugrundelegung eines Grenzwertes von 1000 ng/ml wäre 
die DAS-ELISA-Vorhersage 17% für die Sommergerste `Danuta´, 8% für die Wintergerste `Igri´, 67% 
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für den Sommerweizen `Apogee´ und 67% für den Winterweizen `Akteur´ und würde damit deutlich 
besser mit der Embryotest-Prognose übereinstimmen. Der gemessene U. nuda-Proteingehalt 
infizierter Gerstenpflanzen lag in der gleichen Größenordnung wie für U. tritici in Weizen.  
 
 
Abb. 3.2.11: U. nuda-Quantifizierung von je 12 Einzelpflanzen der Sommergersten-Sorte 
`Danuta´, der Wintergersten-Sorte `Igri´, der Sommerweizen-Sorte `Apogee´ und der 
Winterweizen-Sorte `Akteur´ zum 3-Blatt-Stadium (10-14 Tage nach Aussaat) mittels DAS-
ELISA. Der mit dem Embryotest festgestellte Befall für die gleichen Saatgutposten war 41%, 
10%, 61% und 70%. 
 
 
Um zu überprüfen, ob die Qualität der Proteinaufreinigung einen Einfluss auf das Ergebnis hatte, 
wurden die Einzelproben (vergl. Abb. 3.2.11) auch auf ihren Gesamtproteingehalt untersucht (Abb. 
3.2.12). Die Gesamtproteinmenge war für alle Getreidesorten sehr stabil und bewegte sich, von ganz 
wenigen Ausnahmen abgesehen, zwischen 4 und 8 µg/ml. Eine Korrelation zwischen 
Gesamtproteingehalt und Gehalt an U. nuda-Protein bestand nicht. Auffällig war, dass der 
Gesamtproteingehalt trotz des gleichen Extraktionsprotokolls bei den beiden Weizensorten 
tendenziell höher lag als bei den beiden Gerstensorten. 
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Abb. 3.2.12: Gesamtproteingehalt der auf ihren U. nuda-Proteingehalt (vergl. Abb. 3.2.11) 
untersuchten Einzelproben der Sommergersten-Sorte `Danuta´, der Wintergersten-Sorte `Igri´, 
der Sommerweizen-Sorte `Apogee´ und der Winterweizen-Sorte `Akteur´ zum 3-Blatt-Stadium 
(10-14 Tage nach Aussaat). 
 
 
3.2.6   Untersuchungen zur Lokalisation des Pilzes in der ausgewachsenen Wirtspflanze 
In diesen Untersuchungen sollte festgestellt werden, in welchen Pflanzenteilen sich im Stadium nach 
dem Ährenschieben Flugbrandmycel befindet. Dazu wurden die Halmknoten und basalen Bereiche 
der Blattspreiten je einer befallenen (mit Flugbrandähre) und einer gesunden (ohne Flugbrandähre) 
Pflanze mit dem DAS-ELISA untersucht. Parallel wurden die gleichen Pflanzenteile mikroskopiert. In 
den Gewebeproben der gesunden Pflanze konnten keine deutlich erhöhten Proteingehalte (> 500 ng 
U. nuda-Protein/ml) gemessen werden. Dagegen wurden bei der kranken Pflanze in allen Knoten und 
in etwa der Hälfte der Blattspreiten deutlich erhöhte Gehalte gefunden. Mit Ausnahme des zweiten 
und des dritten Knotens bzw. Blattes, war der Gehalt in den Halmknoten deutlich höher als in den 
entsprechenden Blattspreiten. Auffallend war, dass der U. nuda-Gehalt in den Knoten anscheinend 
mit zunehmender Nähe zur Brandähre zunahm. Ein solcher Zusammenhang konnte nicht für das 
Pflanzenmaterial aus Blattspreiten beobachtet werden, obwohl auch hier der höchste Proteingehalt 
im Fahnenblatt gemessen wurde. Mit der Mikroskopie wurde im Falle der befallenen Pflanze in allen 
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untersuchten Pflanzenteilen Pilzmycel gefunden, während bei der gesunden Pflanze alle Teile 
befallsfrei waren. 
 
 
Abb. 3.2.13: (A) Quantifizierung von U. nuda-Protein in Halmknoten und Blattspreiten 
(basaler Bereich) einer gesunden und einer befallenen Pflanze (= mit Brandähre) der 
Sommergerste cv. Danuta mittels DAS-ELISA. Material aus den gleichen Pflanzenteilen wurde 
auch mikroskopisch untersucht (Knoten: Fluoreszenzmikroskopie mit Blankophor, 
Blattspreiten: Lichtmikroskopie nach Trypanblau-Anfärbung), und die vorhandene 
Mycelmenge visuell bonitiert (- = kein Mycel, + = wenig Mycel und ++ = viel Mycel). (B) 
Schematische Darstellung einer ausgewachsenen Getreidepflanze (nach Kirby & Appleyard  
1985, verändert) mit den untersuchten Pflanzenteilen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
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3.2.7   THz- (Bio-) Sensor ELISA 
3.2.7.1 Vergleich potentieller Trägermaterialien 
 
 
Abb. 3.2.14: Eignung von Polystyrol, SuperFrost-Objektträgern und speziellem Quarzglas als 
Trägermaterialien für den THz- (Bio-) Sensor (hier: Antikörper). Polystyrol und Quarzglas 
waren mit Poly-L-Lysin vorbehandelt. Antikörper wurden auf die Flächen pipettiert. 
Anschließend wurden alle Schritte des DAS-ELISA auf der Fläche durchgeführt. Zur Messung 
wurden die Proben in normale 96-well-Platten pipettiert. Die aufgetragene 
Antigenkonzentration betrug 1300 ng U. nuda-Protein/ml. Die zu den jeweiligen Materialien 
gehörenden Leerwerte sind schraffiert dargestellt. 
 
  
 
Da für die geplanten Experimente Mikrotiterplatten aus messtechnischen Gründen nicht geeignet 
waren, wurden zunächst drei potentiell geeignete Materialien mit den Testantikörpern (Test-AK) 
immobilisiert und auf ihre Eignung untersucht (Abb. 3.2.14). Bei der anschließenden 
Absorptionsmessung konnte die stärkste Farbreaktion nach Durchführung des DAS-ELISA auf dem  
Trägermaterial Polystyrol gemessen werden. Polystyrol eignete sich allerdings, aufgrund von im 
Vergleich zu Quarzglas deutlich schlechteren Messeigenschaften, nicht für alle kommenden 
Versuche. Auch bei Verwendung von SuperFrost-Objektträgern und Quarzglas als Trägermaterialien 
konnten nach der  Enzym-Substrat-Reaktion Extinktionen gemessen werden, die leicht oberhalb bzw. 
unterhalb der homologen Reaktion für 96-well-Platten lagen. Alle Trägermaterialien unterschieden 
sich in ihren Leerwerten nur minimal. 
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Abb. 3.2.15: Spektroskopische Detektion eines Antigen-Antikörper-Komplexes. Als Kontrolle 
wurde zum einen der Absorber (blaue Kurve) gemessen und zum anderen eine Leermessung 
(schwarze Kurve) durchgeführt. Der eigentliche Vergleich fand zwischen den 
Absorptionsspektren der positiven (rote Kurve) und der negativen (graue Kurve) Probe statt. 
 
 
In Abb. 3.2.15 sieht man beispielhaft ein typisches Ergebnis einer spektroskopischen Antigen (AG)-
Detektion. In den Experimenten konnten bisher im untersuchten Frequenzbereich von 100 GHz bis 
1000 GHz keine eindeutigen Peaks (Absorptionsmaxima) beobachtet werden, in denen sich die 
Messwerte für mit AG beladene AK (rote Kurve), deutlich von denen für unbeladene AK (graue Kurve) 
bzw. dem Leerwert (schwarze Kurve) unterschieden. 
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3.3  PCR-basierter Nachweis 
Im Gegensatz zum im Kapitel 3.2 beschriebenen immunologischen Nachweisverfahren handelt es 
sich beim PCR-Nachweis um ein DNA-basiertes Nachweissystem, dass zum einen sehr spezifisch und 
zum anderen aufgrund einer Vielzahl von Amplifizierungsschritten hochsensitiv ist. 
 
3.3.1   Abgleich der Qualität zweier DNA-Aufreinigungsverfahren 
 
Abb. 3.3.1: Vergleich der Ausbeute einer „per Hand“-DNA-Extraktion (Phenol/Chloroform-
Aufreinigung; Kirby 1956, Sambrook & Russel 2001) und einer DNA-Aufreinigung mit Hilfe 
eines Kits. 
 
Abbildung 3.3.1 ist zu entnehmen, dass die erzeugte DNA-Ausbeute stark mit der verwendeten DNA-
Extraktionsmethode zusammenhing. Mit Hilfe des spin-coulumn-Extraktionsverfahrens (Modell 
NucleoSpin [Plant 2], Fa. Macherey-Nagel, 52355 Düren) wurden deutlich stabilere DNA-Ausbeuten 
erzielt als mit der „per Hand“-DNA-Extraktion mit Phenol/Chloroform. Mit der letztgenannten 
Methode konnten in einigen Fällen nur minimale DNA-Ausbeuten (< 1 µg/ml) gemessen werden. 
Meist schwankten sie zwischen 2000 und 16000 ng H. vulgare-DNA/ml. Der niedrigste DNA-Gehalt, 
der für eine Extraktion mittels spin-columns gemessen wurde, lag hingegen bei 9000 ng H. vulgare-
DNA/ml. 
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3.3.2   Quantifizierung von U. nuda aus in vitro-Kulturen über real-time PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.3.2: Quantifizierung von U. nuda aus Reinkultur. (A) Standardgerade einer real-time 
PCR mit DNA von U. nuda (4000 ng, 400 ng, 40 ng und 0 ng DNA/ml); (B) Dazugehörige 
Schmelzpunktanalyse. 
 
Zunächst wurden die für die real-time-PCR entwickelten Primer auf ihre Tauglichkeit überprüft, 
indem eine Standardreihe mit reinem in vitro angezogenem Pilzmaterial sowie entsprechenden 
Kontrollen ohne Pilzmaterial untersucht wurden. Für weitere Erhebungen zu in vivo-Bedingungen 
eigneten sich einzig die Primerpaare, die für diese künstlichen Bedingungen zu eindeutigen 
Ergebnisen führten und sowohl als hinreichend sensitiv als auch als spezifisch genug anzusehen 
waren. 
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Abbildung 3.3.2 A zeigt eine typische Amplifikationskurve für eine U. nuda-Standardreihe mit 4000 
ng, 400 ng, 40 ng und 0 ng U. nuda-DNA/ml. Das gemessene R2 lag bei 0,9970, die Steigung bei -
3,4053. Die höchste DNA-Konzentration hatte einen Ct-Wert von 24, die Ct-Werte der 
Negativkontrolle waren  jeweils für Pilz- und Pflanzenprimer  > 35 (nicht gezeigt). Die dazugehörige 
Schmelzkurvenanalyse (Abb. 3.3.2 B) ergab eine spezifische Schmelztemperatur des 
Amplifikationsproduktes von 83°C. Die Amplifikationskurven mit einer Standardreihe von 8000 ng, 
800 ng, 80 ng und 0 ng DNA/ml für H. vulgare und T. aestivum sahen ähnlich aus wie die 
Amplifikationskurven in 3.3.2 von U. nuda. Die Ct-Werte für die höchsten DNA-Konzentrationen aus 
Gerste und Weizen lagen bei 15, die für die Negativkontrollen bei 34 und 38 (nicht gezeigt). 
 
Abb. 3.3.3: Sensitivität einer real-time PCR-Quantifizierung von U. nuda-DNA aus in vitro 
angezogenem Pilzmaterial. Die DNA wurde in Wasser verdünnt. Die Kontrolle selbst wurde 
mit reinem Wasser durchgeführt. Die Schmelztemperaturen des Amplifikationsproduktes 
entsprachen [+] oder entsprachen nicht [-] dem erwarteten Schmelzpunkt von 83°C (vergleiche 
Abb. 3.3.2 B). 
 
 
Bei einer PCR mit einer Reihe von U. nuda-DNA-Konzentrationen konnte der niedrigste zuverlässig 
detektierbare Gehalt auf 4 x 10-2 ng/ml bestimmt werden. Bis zu dieser Verdünnung entsprachen die 
Schmelztemperaturen der erhaltenen Amplifikationsprodukte in der anschließenden Analyse dem 
aus Abb. 3.3.2 B erwarteten Schmelzpunkt von 83°C für reine U. nuda-DNA. Eine weitere Verdünnung 
 
C
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W
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t 
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der Proben führte zur Ausbildung von unerwünschten Nebenprodukten und somit zu einer starken 
Variabilität der gemessenen Schmelztemperaturen. 
 
 
3.3.3   Quantifizierung von U. nuda in Pflanzen über real-time PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.3.4: Quantifizierung von U. nuda in Pflanzengewebe. (A) Amplifikationskurve für 
DNA einer infizierten und einer gesunden Jungpflanze (3-Blatt-Stadium) der Gersten-Sorte 
`Danuta´ (3 Wiederholungen); (B) Dazugehörige Schmelzkurvenanalyse. 
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Abb. 3.3.4 A zeigt Amplifikationskurven von DNA-Extrakten, die aus gesunden und infizierten 
Gerstenpflanzen gewonnen wurden. Die entsprechenden Amplifikationskurven von DNA-Extrakten 
aus gesunden und infizierten Weizenpflanzen sahen ähnlich aus (nicht abgebildet). DNA-Extrakte 
sowohl von infizierten Gersten- als auch Weizenpflanzen zeigten Ct-Werte in der Größenordnung von 
24 - 28. Diese Ct-Werte entsprachen Pilz-DNA-Konzentrationen (U. nuda bzw. U. tritici) von 400 - 
4000 ng/ml. Die Ct-Werte gesunder Pflanzen lagen mit einem Wert von 34 in der Größenordnung der 
Ct-Werte, die für die Negativkontrollen gemessen wurden. Die in der Schmelzkurvenanalyse 
bestimmten Schmelztemperaturen der amplifizierten Produkte lagen für infizierte Gersten- und 
Weizenpflanzen mit 83°C in der Größenordnung der für reine U. nuda-DNA erhaltenen 
Schmelztemperaturenpunkte (Abb. 3.3.2 B). Weitere Nebenprodukte konnten nicht detektiert 
werden.   
Um den Nachweis und die Quantifizierung von U. nuda-DNA in der Wirtspflanze über real-time PCR 
zu verifizieren wurde für den in Abb. 3.3.5 dargestellten Versuch eine Hälfte des ersten Halmknotens 
über das bereits etablierte DAS-ELISA-Verfahren, die andere Hälfte über real-time PCR und die nicht 
abgeernteten Nebentriebe anhand der Ausbildung von Ährensymptomen auf einen Befall 
untersucht. Es wurden zwei identische Versuche mit insgesamt 96 durchnummerierten Einzelproben 
durchgeführt, die zu sehr ähnlichen Ergebnissen führten. In Pflanzen, die aus gesundem Saatgut 
herangezogen wurden, konnte keine oder nur in sehr geringen Gehalten U. nuda-DNA gemessen 
werden. Auch in etwa 65% der Pflanzen, die aus künstlich inokuliertem Saatgut der GS-Sorte `Danuta´ 
(41% vorhergesagt über Embryotest) angezogen wurden, konnte keine U. nuda-DNA detektiert 
werden. Der gemessene U. nuda-DNA-Gehalt der restlichen Pflanzen variierte hingegen im Bereich 
von etwa 200 - 2000 ng/ml. Auch die über einen DAS-ELISA gemessenen U. nuda-Proteingehalte 
waren negativ für Pflanzen, die aus gesundem Saatgut angezogen wurden. Ebenso korrelierten sie 
mit Ausnahme von Pflanzenprobe I 9 der inokulierten Pflanzen mit den über das real-time PCR-
Verfahren prognostizierten Gehalten. Keine der Pflanzen aus gesundem Saatgut bildete nach dem 
Ährenschieben eine brandige Ähre aus. Brandähren konnten innerhalb der Gruppe von Pflanzen aus 
der infizierten Saatgutcharge in praktisch allen Fällen nur an Pflanzen beobachtet werden, bei denen 
eine Untersuchung des ersten Knotens über real-time PCR einen Gehalt > 200 ng/ml ergab 
(Ausnahmen Pflanzenproben I 9 und I 13 der inokulierten Pflanzen). Weiterhin bildeten die 
Seitentriebe von 5 Pflanzen, die jeweils einen prognostizierten DNA-Gehalt von > 300 ng/ml besaßen 
nach dem Schossen keine bonitierbare Ähre aus. 
Um ausschließen zu können, dass die Qualität der DNA-Extraktion einen zu großen Einfluss auf das 
spätere Endergebnis hatte und um überhaupt die Qualität und Stabilität der Probenvorbereitung 
einschätzen zu können wurde im Vorfeld der Gesamt-DNA-Gehalt der jeweiligen Einzelproben 
bestimmt (Abb. 3.3.6). Zum einen lagen die Werte relativ konstant im Bereich 5 - 15 µg/ml 
(Ausnahmen Pflanzenproben I 3 und I 12 der inokulierten Pflanzen). Desweiteren waren keine 
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Korrelationen zwischen hoher Gesamt-DNA-Ausbeute und hohen Gehalten an U. nuda-DNA 
auszumachen.  
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3.3.3.1 Bestimmung der Detektionsschwelle 
 
Abb. 3.3.7: Sensitivität einer real-time PCR-Quantifizierung von U. nuda-DNA im 
Pflanzengewebe. Der Extrakt einer Pflanze mit einem niedrigen DNA-Gehalt [○] und der einer 
Pflanze mit einem hohen DNA-Gehalt [●] von U. nuda-DNA wurde im Extrakt gesunder 
Pflanzen (< 10 ng U. nuda-DNA/ml) verdünnt. 
 
 
Um das Potential des real-time PCR-Verfahrens zur Bestimmung des U. nuda-DNA-Gehaltes im 
Pflanzengewebe zu überprüfen, wurden DNA-Extrakte einer hochinfizierten Pflanzenprobe (Abb. 
3.3.5, Pflanzenprobe I 8) und DNA-Extrakte einer gering infizierten Pflanzenprobe (Abb. 3.3.5, 
Pflanzenprobe I 33) in DNA-Extrakt gesunder Pflanzen (< 10 ng U. nuda-DNA/ml) verdünnt. Der 
Extrakt der Pflanze mit einem hohen U. nuda-DNA-Gehalt führte auch bei einer Verdünnung von 1:20 
noch zu einem Wert, der signifikant höher lag als dies für Extrakt von gesunden Pflanzen der Fall war. 
Der Unterschied zwischen Extrakt von gesunden Pflanzen und dem von Pflanzen mit einem niedrigen 
DNA-Gehalt war ebenfalls signifikant solange die Verdünnung einen Faktor von 1:5 nicht überschritt. 
Bei einer Verdünnung von 1:10 bzw. 1:20 konnte eine ausreichend sichere Detektion nicht mehr 
gewährleistet werden. 
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3.3.3.2 Überprüfung der Anwendbarkeit für verschiedene Getreidesorten 
 
Abb. 3.3.8: Quantifizierung von U. nuda in 12 Keimlingen der Sommergersten-Sorte `Danuta´ 
und der Wintergersten-Sorte `Igri´ zum 3-Blatt-Stadium über real-time PCR. Der über einen 
Embryotest  bestimmte Befallsgrad der Saatgutchargen betrug 40% bzw. 10%.  
 
In den angestellten Untersuchungen war es sowohl für Gerste als auch für Weizen möglich infizierte 
Pflanzen bereits zum 3-Blatt-Stadium (10 - 14 Tage nach Aussaat) zuverlässig zu detektieren (Abb. 
3.3.8 und Abb. 3.3.9). Die Ergebnisse für die Sommergersten-Sorte `Danuta´ können direkt mit den 
Ergebnissen aus Abb. 3.3.5 verglichen werden, da die Pflanzen aus Samen der gleichen infizierten 
Saatgutcharge angezogen wurden. Dass der Anteil potentiell infizierter Pflanzen in diesem Fall 
niedriger lag (2 von 12) als dies die Prognose über einen Embryotest (Morton 1961, 1967) sowie die 
Resultate aus Abb. 3.3.5 erwarten ließen, ist wahrscheinlich durch die sehr geringe 
Stichprobenmenge zu erklären. Der unterschiedlich hohe Befall der Sommergersten-Sorte `Danuta´ 
(41%) und der Wintergersten-Sorte `Igri´ (10%) konnte auch in einer Wiederholung des Experiments 
mit gleicher Stichprobenmenge über real-time PCR bekräftigt werden (nicht abgebildet). 
Der in Weizen gemessene U. tritici-DNA-Gehalt war in den meisten Fällen niedriger als der in Gerste 
gemessene U. nuda-DNA-Gehalt. Der durch die real-time PCR vorhergesagte hohe Anteil von 
potentiell infizierten Pflanzen korrelierte gut mit den durch einen Embryotest prognostizierten 
Befallsraten, für die Sommerweizen-Sorte `Apogee´ (61%) und die Winterweizen-Sorte `Akteur´ mit 
(70%). 
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Abb. 3.3.9: Quantifizierung von U. tritici in zwölf Keimlingen der Sommerweizen-Sorte 
`Apogee´ und der Winterweizen-Sorte `Akteur´ zum 3-Blatt-Stadium (10-14 Tage nach 
Aussaat) über real-time PCR. Der über einen Embryotest bestimmte Befallsgrad der 
Saatgutchargen betrug 61% bzw. 70%. 
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3.4  Anwendung der Nachweisverfahren für die Entwicklung von Beizmitteln 
3.4.1   Überprüfung der Effektivität von künstlichen Inokulationen mittels DAS-ELISA 
 
 
Abb. 3.4.1: Quantifizierung mittels DAS-ELISA von U. nuda im Vegetationspunkt von 
Pflanzen der Sommergersten-Sorte `Danuta´ zum 3-Blatt-Stadium (10-14 Tage nach Aussaat). 
Das Saatgut stammte von Pflanzen, deren Blüten mit unterschiedlichen Verfahren künstlich 
inokuliert worden waren. Der über den Embryotest bestimmte Befallsgrad der Saatgutchargen 
betrug 40% für das Verfahren “Spritze“ (Poehlmann 1945) und jeweils 0% für die Verfahren 
„Besprühen“ und „natürlich“. 
 
Da für Gewächshausversuche mit Saatgubehandlungsmitteln Saatgut mit ausreichend hohen 
Befallsraten (> 20%) erforderlich ist, müssen geeignete Verfahren zur Herstellung solchen Saatgutes 
zur Verfügung stehen. Daher wurde in einem Freilandversuch die Inokulationsmethode mit der 
Spritze nach Poehlmann (1945) mit einer Inokulation durch Besprühen (durchgeführt über einen 
Zeitraum von 10 Tagen) verglichen. Aus dem resultierenden Saatgut wurden Jungpflanzen angezogen 
und mit dem DAS-ELISA untersucht. Als Kontrolle dienten Pflanzen aus Körnern, deren 
Mutterpflanzen nicht inokuliert worden waren (Abb. 3.4.1). Nur in der Gruppe von Jungpflanzen, die 
aus spritzeninokuliertem Saatgut hervorgegangen waren, konnten U. nuda-Proteingehalte gemessen 
werden, die deutlich oberhalb der Werte für Pflanzen aus nicht inokuliertem Saatgut lagen. Bei 
Annahme eines Schwellenwertes von 250 ng U. nuda-Protein/ml variierten die Gehalte potentiell 
infizierter Pflanzen zwischen 300 und 1800 ng U. nuda-Protein/ml. Demnach waren ca. fünf der zehn 
untersuchten Pflanzen befallen. Dieser Wert korrelierte somit gut mit dem Ergebnis des Embryotests 
für diese Saatgutcharge, in dem ein Befall von ca. 40% festgestellt worden war. 
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Tab. 3.4.1: Einfluss der Inokulationsmethode auf die Keimfähigkeit des produzierten Saatgutes 
der Sommergersten-Sorte `Danuta´ in Saatschalen (50 Körner je Saatschale). Angegeben ist die 
Anzahl gekeimter Pflanzen pro Saatschale. 
Inokulationsmethode Schale 1 Schale 2 Schale 3 Mittelwert 
Keimung 
[%] 
„Spritze“ 32 32 36 33 66,7 
„Besprühen“ 42 40 38 40 80,0 
„natürlich“ 49 49 49 49 98,0 
 
 
Mit der Erhöhung des Inokulationserfolges ging eine Verminderung der Keimfähigkeit einher. 
Während die Keimfähigkeit des nicht inokulierten Saatgutes 98% betrug, konnte für das 
spritzeninokulierte Saatgut nur eine Keimrate von knapp unter 70% beobachtet werden. 
 
 
3.4.2   Mode-of-Action Untersuchungen 
3.4.2.1 Chemische Saatgutbeizmittel 
 
  Abb. 3.4.2: (Legende auf der folgenden Seite) 
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Abb. 3.4.2: Quantifizierung von U. nuda im Vegetationspunkt von je 15 Einzelpflanzen nach 
Saatgutbeizung mit Raxil oder Sedaxane sowie in Pflanzen aus gesundem Saatgut der 
Sommergersten-Sorte `Danuta´ zum 3-Blatt-Stadium (10-14 Tage nach Aussaat) mittels DAS-
ELISA. Befall der infizierten Saatgutcharge laut Embryotest: ca. 40%.  
 
Mit dem folgenden Versuch sollte am Beispiel der Beizmittel Raxil (Wirkstoff: Tebuconazol) und 
Sedaxane überprüft werden, ob diese Mittel auch bei einem stark erhöhten Befall des Saatgutes mit 
U. nuda, wie er für künstliche Inokulationen üblich ist, wirksam wären, und ob sich die Wirksamkeit 
bereits im 3-Blatt-Stadium erkennen ließe. Als Kontrolle diente ungebeiztes Saatgut der gleichen 
Charge sowie Saatgut, das nicht mit U. nuda befallen war. Aus dem Saatgut wurden Pflanzen 
angezogen, die im 3-Blatt-Stadium mit dem DAS-ELISA auf ihren Gehalt an U. nuda-Protein 
untersucht wurden (Abb. 3.4.2). Nach Saatgutbeizung mit Raxil und Sedaxane lagen die U. nuda-
Protein-Gehalte in den Jungpflanzen in der gleichen Größenordnung wie bei Pflanzen, die aus 
gesunden Körnern angezogen worden waren. Lediglich in der Gruppe der aus befallenen, 
ungebeizten Körnern herangewachsenen Pflanzen wurden erhöhte Proteingehalte gemessen. Diese 
bewegten sich in einem Bereich von 2000-4500 ng U. nuda-Protein/ml. Bei Annahme eines 
Schwellenwertes von 1000 ng/ml konnten 6 der 15 Jungpflanzen aus dieser Gruppe als potentiell 
infiziert eingestuft werden. Dieses Ergebnis korreliert exakt mit dem Ergebnis des Embryotests (Befall 
40%). In ebenfalls mitgeführten Pflanzen aus gesundem Saatgut wurde zu keinem der Probetermine 
Befall gefunden. 
 
 
Abb. 3.4.3: (Legende auf der folgenden Seite) 
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Abb. 3.4.3: Qualitative Befallsbestimmung mittels Fluoreszenzmikroskopie 
(Blankophoranfärbung) von Einzelpflanzen der Sommergersten-Sorte `Danuta´ nach 
Saatgutbeizung mit Raxil [○] oder Sedaxane [▲] und von Einzelpflanzen aus ungebeiztem 
Saatgut der selben Charge [●] sowie von Pflanzen aus gesundem Saatgut [∆]. Der 
Stichprobenumfang betrug mindestens 20 Pflanzen pro Termin und Behandlung. Befall der 
infizierten Saatgutcharge laut Embryotest: ca. 40%. 
 
In einem weiteren Versuch sollte überprüft werden, zu welchem Zeitpunkt nach der Aussaat sich die 
Wirkung von Saatbeizmitteln manifestiert. Dazu wurden wie oben beschrieben Pflanzen aus 
gebeiztem oder ungebeiztem Saatgut angezogen und 5, 7 und 9 Tage nach Aussaat wurde der 
Bereich des Vegetationspunktes mikroskopiert. Als Kontrolle wurden erneut Pflanzen aus 
befallenem, nicht gebeizten Saatgut sowie Pflanzen aus gesundem Saatgut mitgeführt. In den 
Keimlingen der letztgenannten Gruppe konnten in keinem Fall Pilzhyphen beobachtet werden (Abb. 
3.4.3). In den Pflanzen, die aus befallenem, ungebeiztem Saatgut hervorgegangen waren, wurde zu 
allen drei Boniturterminen ein konstanter Befall von etwa 35% ermittelt. Vergleicht man die 
Ergebnisse der beiden chemischen Behandlungen für das Vegetationspunktgewebe miteinander, so 
ist zu erkennen, dass nach Beizung mit Sedaxane bereits 7 Tage nach Aussaat kein Pilzmycel mehr 
gefunden wurde, nach Tebuconazol-Behandlung aber erst nach 9 Tagen. Zum Termin 9 Tage nach 
Aussaat wurde zusätzlich Gewebe des Scutellums der gleichen Pflanzen mikroskopiert (Ergebnisse 
nicht gezeigt). Bei den nicht gebeizten Pflanzen fiel der Gehalt im Scutellum mit etwa 55% höher aus 
als im Vegetationspunktgewebe. In Pflanzen, die aus mit Sedaxane behandelten Körnern 
hervorgegangen waren, konnte 9 Tage nach Aussaat in keinem Fall mehr Mycel im Scutellum 
beobachtet werden. Nach Tebuconazol-Behandlung waren 9 Tage nach Aussaat im Scutellum noch 
Pilzhyphen vorhanden, die aber einen atypischen Wuchs zeigten (vergl. Abb. 3.4.6 B).  
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3.4.2.2 Nicht-chemische Behandlungen 
 
Abb. 3.4.4: Quantifizierung von U. nuda im Vegetationspunkt von je zwölf Einzelpflanzen 
nach thermischer Saatgutbehandlung in Wasser sowie von Pflanzen aus gesundem Saatgut der 
Sommergersten-Sorte `Danuta´ zum 3-Blatt-Stadium (10-14 Tage nach Aussaat) mittels DAS-
ELISA. Befall der infizierten Saatgutcharge laut Embryotest: ca. 40%. 
 
Wie für die chemischen Behandlungen (Abb. 3.4.2 und Abb. 3.4.3) sollte auch für die physikalischen 
Verfahren der Warm- und Heißwasserbehandlung überprüft werden, ob sich die Wirksamkeit bereits 
im Keimpflanzenstadium manifestiert, und ob diese Verfahren auch bei Verwendung hoch infizierten 
Saatgutes hinreichend wirksam wären. Als Kontrollen dienten Pflanzen, die aus gesundem Saatgut 
herangewachsen waren sowie Pflanzen aus befallenem, nicht behandeltem Saatgut (Abb. 3.4.4). 
Nach Anwendung beider Behandlungsverfahren lagen die ermittelten U. nuda-Protein-Gehalte in der 
gleichen Größenordnung wie bei Keimlingen, die aus gesundem Saatgut angezogen worden waren. 
Dagegen konnten in den aus befallenem, unbehandeltem Saatgut herangewachsenen Pflanzen 
erhöhte Proteingehalte gemessen werden. Diese bewegten sich in einem Bereich von 300-1100 ng U. 
nuda-Protein/ml. Bei Annahme eines Schwellenwertes von 250 ng/ml konnten in dieser Gruppe 
sechs der zwölf Jungpflanzen als infiziert eingestuft werden. Auch dieses Ergebnis korrelierte trotz 
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niedriger Stichprobenmenge, wie bereits in Kapitel 3.4.2.1 für chemische Saatgutbeizmittel gezeigt, 
sehr genau mit dem Ergebnis des Embryotests (Befall 40%).  
 
Abb. 3.4.5: Qualitative Befallsbestimmung mittels Fluoreszenzmikroskopie 
(Blankophoranfärbung) von Einzelpflanzen der Sommergersten-Sorte `Danuta´ nach Warm-  
[○] oder Heißwasser-Saatgutbehandlung [▲] und von Einzelpflanzen aus ungebeiztem Saatgut 
der gleichen Charge [●] sowie von Pflanzen aus gesundem Saatgut [∆]. Der 
Stichprobenumfang betrug mindestens 20 Pflanzen pro Termin und Behandlung. Befall der 
infizierten Saatgutcharge laut Embryotest: ca. 40%. 
 
Abb. 3.4.5 zeigt das Ergebnis der Fluoreszenzmikroskopie an Pflanzen im 3-Blatt-Stadium nach 
Anwendung der Warm- und Heißwasserbeize. In Keimlingen aus gesundem Saatgut konnte in keinem 
Fall Mycel beobachtet werden. In Pflanzen aus befallenem, unbehandeltem Saatgut wurde zu allen 
drei Boniturterminen ein konstanter Befall von etwa 50% beobachtet. Nach Warm- und 
Heißwasserbehandlung nahm der Anteil der Pflanzen mit Mycel im Vegetationspunktgewebe im 
Zeitraum von 5 bis 9 Tagen nach Aussaat kontinuierlich ab. Während nach Anwendung der 
Warmwasserbehandlung 9 Tage nach Aussaat im Bereich des Vegetationspunktes kein Pilz mehr 
gefunden wurde, waren nach Heißwasserbehandlung noch in etwa 15% der Proben normal 
aussehende Pilzhyphen vorhanden. Auch in diesem Versuch wurde zum Termin 9 Tage nach Aussaat 
Gewebe des Scutellums der gleichen Pflanzen mikroskopiert (Ergebnisse nicht gezeigt). Anders als im 
vorher durchgeführten Versuch mit chemischen Saatgutbehandlungsmitteln (Abb. 3.4.3) war 9 Tage 
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nach Aussaat bei den Pflanzen aus unbehandeltem Saatgut der prozentuale Befall des Scutellums 
gleich hoch wie der des Vegetationspunktes. Im Gewebe des Scutellums konnte 9 Tage nach Aussaat 
nach der Warm- und der Heißwasserbehandlung noch Pilzhyphen angefärbt werden (je etwa 25%). 
Diese wuchsen allerdings atypisch, nicht zielgerichtet und knäuelig (vergl. Abb. 3.4.6 C). 
 
 
Abb. 3.4.6: Blankophoranfärbung (Fluoreszenzmikroskopie) von U. nuda-Hyphen im 
Scutellum. (A) Hyphenwachstum in der Wasserkontrolle und (B, C) ungerichtetes Wachstum 
nach Raxil- bzw. Heißwasserbeizung. Die Balken für die Abb. A, B und C entsprechen jeweils 
50 µm. 
 
In den mit Blankophor angefärbten Scutellum-Präparaten ließ sich ein Einfluss der chemischen bzw. 
der Heißwasserbeize auf das Wachstumsverhalten und die Morphologie von U. nuda-Hyphen im 
Gewebe erkennen (Abb. 3.4.6). Hyphen im Scutellum der Wasserkontrolle wuchsen, wie bereits in 
Kapitel 3.1 beschrieben, in großen Strängen interzellulär und zielgerichtet. Die Hyphen zeigten immer 
eine völlig gleichmäßige Beschaffenheit. Nach chemischer Beizung hatte das Cytoplasma der Hyphen 
hingegen eine eher feinkörnige Struktur. Darüberhinaus erschien das Wachstum der Hyphen 
ungerichtet und knäuelig (Abb. 3.4.6 B). Oft wurde auch beobachtet, dass die Pilzhyphen nach 
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Heißwasser- oder chemischer Beizung eine blassere, ins gelblich übergehende Fluoreszenz zeigten, 
als Pilzhyphen in Pflanzen, die aus ungebeiztem Saatgut herangewachsen waren. Es ist 
wahrscheinlich, dass dieser Farbwechsel mit dem Absterben der Hyphen einher ging. Für beide 
Behandlungen konnte nicht in jedem Fall ein Verschwinden des Pilzmycels beobachtet werden. Es 
kam jedoch immer zu einer Wachstumsverzögerung. 
 
 
3.4.3   Vorhersage des Ährenbefalls durch einen Frühtest 
Die Eignung des DAS-ELISA für die Vorhersage des Ährenbefalls war für einzelne Verfahren, wie die 
chemische Behandlung als auch die Warm- und Heißwasserbehandlung, bereits gezeigt worden. In 
den folgenden Versuchen sollten potentielle biologische Saatgutbehandlungsmittel untersucht 
werden, wobei jeweils eine chemische (Raxil) und eine physikalische (Heißwasserbehandlung) 
Variante als Standard mitgeführt werden sollten. Bei den neu zu untersuchenden biologischen 
Behandlungsmitteln handelte es sich um Pflanzenmaterial (Pulver) von Pestwurz und 
Rhabarberwurzel. Ethanolische Extrakte dieses Pulvers hatten in vitro die Sporenkeimung von U. 
nuda stark gehemmt. Die Quantifizierung des Gehaltes an U. nuda- bzw. U. tritici-Protein in der 
Sommergerste cv. Danuta bzw. dem Winterweizen cv. Akteur erfolgte mit dem DAS-ELISA nach 
Saatgutbehandlung, wie schon in den vorherigen Versuchen im Bereich des Vegetationspunktes, zum 
3-Blatt-Stadium (ca. 10-14 Tage nach Aussaat) und hier zusätzlich im ersten Halmknoten (ca. 30 Tage 
bzw. 90 Tage nach Aussaat bei Sommergerste bzw. Winterweizen). Es wurden vier Experimente (zwei 
Schalen- und zwei Topfversuche) mit jeweils 125 Einzelproben und den Behandlungen 
„Tebuconazol“, „Heißwasser“, „Pestwurz“ und „Rhabarberwurzel“ durchgeführt. Behandlungen mit 
Wasser dienten als Kontrolle. Parallel wurden jeweils 25 Pflanzen jeder Behandlung bis zum 
Ährenschieben angezogen und der Flugbrandbefall anhand des Ährensymptoms bonitiert. 
 
 
3.4.3.1 Versuche mit Sommergerste 
Zum frühesten Auswerttermin (3-Blatt-Stadium; Abb. 3.4.7) wiesen die Pflanzen nach 
Saatgutbehandlung mit „Raxil“ und „Heißwasser“ nur vergleichsweise geringe Gehalte an U. nuda-
Protein auf. Dagegen gab es bei der Wasserkontrolle zwei Gruppen, nämlich Pflanzen mit geringen 
und Pflanzen mit hohen U. nuda-Protein-Gehalten. Auch nach der Saatgutbehandlung mit Pestwurz 
und Rhabarberwurzel gab es Pflanzen mit hohen und solche mit geringen Gehalten, allerdings in 
anderen Proportionen als nach der Wasserbehandlung. Bei der Quantifizierung im Halmknoten (Abb. 
3.4.8) war die relative Verteilung der Meßwerte, der im 3-Blatt-Stadium ermittelten U. nuda-Protein-
Gehalte, erstaunlich ähnlich. Eine Ausnahme bildeten die Werte der Heißwasserbehandlung, die im 
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Vergleich zu denen der Tebuconazolbehandlung durchweg höher lagen. Für eine genauere Analyse 
der gemessenen Werte wurde der mittlere U. nuda-Protein-Gehalt und dessen Standardabweichung 
nach den verschiedenen Behandlungen errechnet (Tab. 3.4.2). Zu beiden Terminen wurden nach 
Raxil und Heißwasserbehandlung vergleichsweise geringe Gehalte gemessen. Die Mittelwerte der 
anderen Behandlungen lagen mit einer Ausnahme (Pestwurz, 1-Knoten-Stadium) durchweg höher. 
Die starken Unterschiede in den Gehalten der Einzelpflanzen führten dazu, dass die 
Standardabweichung vom Mittelwert größer war als der Mittelwert selbst. Für Behandlungen deren 
Standardabweichungen < 100 ng U. nuda-Protein/ml aufzeigten (in Tab. 3.4.2 mit „*“ 
gekennzeichnet) konnte in lediglich einem Fall die Ausbildung einer brandigen Ähre beobachtet 
werden. Bei Annahme eines Schwellenwertes von 500 ng U. nuda-Protein/ml, bei dessen 
Überschreitung es zur Ausbildung einer Brandähre kommt, ergibt sich im Falle der unbehandelten 
Kontrolle und für die Raxil- und Heißwasserbehandlung eine gute bis sehr gute Übereinstimmung mit 
dem in einem separaten Versuch ermittelten Flugbrandbefall (Tab. 3.4.2). Bei Anwendung des 
gleichen Schwellenwertes ist der vorhergesagte Befall mit ein bis drei infizierten Pflanzen für die 
Behandlung mit Pestwurz und Rhabarberwurzel deutlich geringer als der Tatsächliche (fünf bis sechs 
Pflanzen). Würde man in diesem Versuch einen Schwellenwert von 250 ng U. nuda-Protein/ml zu 
Grunde legen, würde sich die Anzahl der als infiziert prognostizierten Jungpflanzen für die 
Behandlungen mit Pestwurz und Rhabarberwurzel auf drei bis fünf erhöhen. Dieser Wert entspräche 
dann wieder dem durch Bonitur nach Ährensymptom vorhergesagten Befall, ohne dass sich die 
Befallsraten in den Kontrollgruppen „Raxil“ und „Heißwasser“ verändern würden. 
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Tab. 3.4.3: war. 
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3.4.3.2 Versuche mit Winterweizen 
Bei Auswertung der Winterweizen-Sorte `Akteur´ zum ersten Termin (3-Blatt-Stadium; Abb. 3.4.9) 
war eine Gruppenbildung in Pflanzen mit geringen und hohen Gehalten an U. tritici-Protein weniger 
stark ausgeprägt als im Versuch mit der Sommergersten-Sorte `Danuta´. Aufgrund des Ergebnisses 
des Embryotests (Befall: ca. 70%) wäre eine kleine Gruppe von Pflanzen mit geringen Gehalten und 
eine Große mit höheren Gehalten von U. tritici-Protein zu erwarten gewesen. Im Falle der 
Wasserkontrolle deutete sich eine solche Verteilung an. Die höchsten Pilz-Protein-Gehalte erreichten 
hier eine Größenordnung von 1000-1300 ng/ml. Bei den anderen Behandlungen stellten sich die 
Gehalte der Einzelpflanzen eher als ein Kontinuum dar, wobei die Maximalwerte nach 
Heißwasserbehandlung weniger hoch waren als die nach den anderen Behandlungen. Nach dem 
Schossen (1-Knoten-Stadium, Abb. 3.4.10) wurden die höchsten Gehalte weiterhin in der 
Wasserkontrolle ermittelt. Dagegen wurden für nach durchgeführter Raxil- und Wasserbehandlung in 
den Knoten kaum mehr als 500 ng Pilzprotein/ml gefunden. Nach Saatgutbehandlung mit Pestwurz- 
und Rhabarberwurzel lagen die U. tritici-Gehalte im Knoten stets höher als nach Raxil- und 
Heißwasserbeize. Zwölf bzw. dreizehn Einzelproben hatten U. tritici-Proteingehalte in der 
Größenordnung von 500-1400 ng/ml. 
Die Befallsvorhersage anhand des Ergebnisses des DAS-ELISA war im 3-Blatt-Stadium, bei 
Verwendung des Schwellenwertes von 500 ng/ml, noch am ehesten bei der Wasserkontrolle und für 
die Heißwasserbehandlung zutreffend (Tab. 3.4.3). Im Falle von Raxil war der vorhergesagte Befall 
höher, nach Pestwurz- und Rhabarberwurzelbehandlung niedriger als der tatsächliche Befall. Die 
Befallsvorhersage für die Pestwurz- und Rhabarberwurzelbehandlung war auch nach Quantifizierung 
im Knoten nicht exakt. Tatsächlich traten nach Pestwurzbehandlung weniger, nach 
Rhabarberwurzelbehandlung mehr befallene Pflanzen auf als vorhergesagt. Dagegen stimmte die 
Vorhersage in Bezug auf die Wasserkontrolle sowie die Heißwasserbehandlung und Raxilbeizung 
wieder gut mit dem tatsächlichen Befall überein.  
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4 Diskussion 
Seit der Einführung systemisch wirkender Fungizide in den 1960er Jahren hat der Flugbrand der 
Gerste und des Weizens im konventionellen Anbau enorm an Bedeutung verloren (Jones & 
Dhitaphichit 1991). Bis zu diesem Zeitpunkt konnte es zu Ernteausfällen von bis zu 40% kommen 
(Niemann 1957, Hoffmann & Schmutterer 1999). Rennie und Seaton (1975) ermittelten in ihren  
Erhebungen einen mittleren jährlichen Befall mit Gerstenflugbrand von < 1%, Nanda et al. (1996) von 
1-2%. Aufgrund der relativ geringen wirtschaftlichen Bedeutung wurde in den vergangenen 
Jahrzehnten vergleichsweise wenig an Flugbrand geforscht. 
Steigende Anforderungen an Saatgutproduktionssysteme mit minimiertem chemischen Input 
(Sharma & Kumar 1998), das Auftreten von Resistenzen gegenüber chemischen 
Saatgutbehandlungsmitteln (Jones & Dhitaphichit 1991, Newcombe & Thomas 2000, Brodal 2006, 
Menzies 2008) sowie der zunehmende Anteil des organischen Anbaus am Gesamtgetreideanbau 
(Fischer et al. 2002) führten in den letzten Jahren zu einem wiederaufkommenden Interesse an den 
Pathogenen U. nuda bzw. U. tritici. Insbesondere für den Ökoanbau stellen Gersten- und 
Weizenflugbrand aufgrund des Fehlens alternativer Saatgutbehandlungsverfahren (Sharma & Kumar 
1998, Koch & Spieß 2002, Forsberg et al. 2003) eine latente Gefahr dar. Bis heute stehen im 
organischen Anbau als Maßnahmen für die Regulierung der Flugbrände im Wesentlichen nur die 
Heiß- und Warmwasserbeize (Niemann 1957, Winter 1997) sowie die Verwendung resistenter Sorten 
(Nover et al. 1976, Winter 1992) zur Verfügung. Aufgrund des enormen Aufwandes für die 
Rücktrocknung des behandelten Saatgutes werden die thermischen Behandlungsverfahren in Wasser 
aber nur vergleichsweise selten eingesetzt. Auch der Anbau resistenter Sorten ist für den Landwirt 
nur bedingt möglich. In Untersuchungen von Lorenz et al. (2006) zeigten lediglich 17% der 274 
getesteten Gerstenlinien einen natürlichen Befall < 1% und wären somit für einen risikominimierten 
Anbau geeignet. Ein wichtiger Grund für das Fehlen resistenter Sorten ist die Tatsache, dass 
Flugbrandanfälligkeit in Deutschland kein Kriterium für die Zulassung neuer Sorten darstellt. Daher 
wird immer wieder gefordert innovative Verfahren für die Regulierung der Flugbrände im Ökoanbau 
zu entwickeln.  
Für die Entwicklung neuer Regulierungsstrategien, wie die Nutzung von Sortenresistenzen oder die 
Entwicklung neuer nicht chemischer Saatgutbehandlungsverfahren, ist es wichtig, über zuverlässige 
Detektionsmethoden zu verfügen, die eine Charakterisierung der Wirt-Parasit-Beziehung zu einem 
frühen Zeitpunkt ermöglichen. Insbesondere im Falle von Krankheiten, bei denen die Krankheit bis 
zum Ährenschieben ohne makroskopische Symptome verläuft, sind Frühdiagnoseverfahren wichtig. 
Daher war es das Ziel der vorliegenden Arbeit solche Verfahren zu entwickeln und zu erproben. 
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Die Untersuchungen lieferten nicht nur Ergebnisse zu den einzelnen Verfahren für den 
Erregernachweis, sondern darüber hinaus auch zur Biologie des Pilzes, und hier insbesondere zur 
Besiedlung der Pflanze. Bevor sich die Diskussion dem eigentlichen Thema der Arbeit, dem Nachweis 
in der Pflanze zuwendet, sollen daher im Folgenden die eigenen Ergebnisse zur Ausbreitung des 
Pilzes in der Pflanze im Vergleich zur Literatur diskutiert werden. 
 
Besiedlung der Wirtspflanze 
Die Effektivität von Blüteninokulationen bzw. der Befall von Saatgutchargen nach natürlicher 
Inokulation wird routinemäßig mit der Durchführung des Embryotests (Morton 1961, 1967) 
abgeschätzt, der im Falle von anfälligen Sorten eine schnelle und zuverlässige Methode der 
Befallsprognose darstellt (Rennie & Seaton, 1975,  Khanzada et al. 1980). In den im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit durchgeführten Embryotests wurden U. nuda-Hyphen stets im Scutellumgewebe 
(Abb. 3.1.1) des Embryos gefunden. Dies deckt sich mit den Beschreibungen von Wilcoxson und Saari 
(1996), steht aber im Gegensatz zu Resultaten von Amos (1952), der das Flugbrandmycel vereinzelt 
bereits in ungekeimten Körnern im Vegetationspunkt fand. Wie schon von Amos und Batts (1955) 
beschrieben, waren die Dauerhyphen im Embryogewebe im Vergleich zu Hyphen in anderen 
Pflanzengeweben knorrig und verdickt. Untersuchungen zum Einwachsen des Pilzes in den jungen 
Keimling (Abb. 3.1.2) ergaben in Übereinstimmung zu den Ergebnissen von Amos (1952), dass U. 
nuda bereits wenige Tage nach dem Auflaufen den Vegetationspunkt, also das Gewebe aus dem die 
Ährenanlage hervorgeht, infiziert hatte. Nach Amos ist U. nuda ab etwa 10 Tagen nach Keimbeginn 
nicht mehr in der Lage den Bestockungsknoten zu durchwachsen, da dieser über keine 
nennenswerten Interzellularräume mehr verfügt. Demnach muss der Pilz möglichst schnell nach 
Einsetzen der Keimung den Vegetationspunkt erreichen. Grundsätzlich scheint das wachsende 
Brandpilzmycel eine hohe Affinität zu meristematischem Wirtsgewebe zu haben. Neben dem 
Vegetationspunkt wurden auch die Blattprimordien und die unmittelbar unter dem Vegetationspunkt 
liegenden meristematischen Gewebe, aus denen später die Knoten hervorgehen, besiedelt. Hyphen 
in Blattprimordien wurden zuvor auch in anderen Untersuchungen gefunden (Malik & Batts 1960a, 
Mantle 1961). 
Durch Streckung der Internodien während des Schossens wird der Pilz passiv nach oben 
transportiert. Dieser auch von Batts und Jeater (1958) und Malik und Batts (1960b) beschriebene 
Vorgang steht im Widerspruch zu Darstellungen, wonach der Pilz bis zum Ährenschieben dem 
Vegetationspunkt hinterherwächst (Agrios 2005) bzw. das Pilzmycel die aufwachsende Pflanze 
durchzieht (Börner 2009). Die eigenen Ergebnisse lassen diese Art der Ausbreitung in der Pflanze als 
wenig plausibel erscheinen. Es wurde lediglich in Ausnahmefällen ein verspätetes Einwachsen des 
Pilzes in die Ährenanlage beobachtet (Abb. 3.1.2 E). U. nuda konnte mittels DAS-ELISA nach dem 
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Streckungswachstum in jedem Halmknoten und etwa der Hälfte der untersuchten Blätter detektiert 
werden, wobei der Gehalt in den Knoten in praktisch jeder Probe deutlich höher lag als in den 
zugehörigen Blättern (Abb. 3.2.13). Bereits Batts und Jeater (1958) beschrieben die Gegenwart des 
Pilzes in Knoten. Wie von Amos (1952) ausgeführt, wuchs der Pilz mit kurzen, dünnen und stark 
verzweigten Zellen (Abb. 3.1.3 A). In den eigenen Untersuchungen wuchs das Mycel in den Knoten 
fast ausschließlich im Bereich der Leitbündel (Abb. 3.1.3 B). Entsprechende Beobachtungen wurden 
auch durch Matyac (1985) für den Brandpilz Sphacelotheca reiliana an Mais gemacht und stimmten 
mit eigenen Resultaten an Sporisorium sorghi (Erreger des gedeckten Brandes an Hirse) überein 
(unveröffentlicht). Diese Strategie würde aus ernährungsphysiologischer Sicht Sinn ergeben. Die 
relativ hohen Gehalte an U. nuda in den Knoten dürften mit deren meristematischer Aktivität 
zusammenhängen. Schwieriger ist es dagegen, die Beobachtung von Hyphen in den Blättern zu 
interpretieren. Sie waren vor allem parallel zur Hauptachse orientiert und, ähnlich wie bereits für die 
Halmknoten beschrieben, in der Nähe der Leitgewebe der Wirtspflanze lokalisiert. Es konnten jedoch 
zusätzlich senkrecht zur Hauptachse gerichtete Verzweigungen beobachtet werden. Es ist davon 
auszugehen, dass es sich bei Flugbrandmycel in Blättern lediglich um Fragmente handelt (Batts & 
Jeater 1958). Dies scheint allerdings nicht für das Fahnenblatt zuzutreffen, da dieses in den eigenen 
Untersuchungen sehr hohe Pilzgehalte aufwies. Im Falle der Winterweizen-Sorte `Akteur´ wurden 
sogar makroskopische Symptome am Fahnenblatt in Form einer stark gelb-bräunlichen Verfärbung 
beobachtet. Aus der Literatur ist bekannt, dass es bei sehr anfälligen Sorten bis zur Sporulation auf 
dem Fahnenblatt kommen kann (Batts & Jeater 1958). Für das Wachstum endophytischer Pilze der 
Gattung Neotyphodium in Weidelgras (Lolium perenne) postulierten Christensen et al. (2008) eine 
spezielle Art des Hyphenwachstums („intercalary hyphal extension“), die es dem Pilz ermöglichen 
soll, trotz des Streckungswachstums der Blätter nicht zu zerreißen. Nach diesen Autoren ist U. nuda 
nicht zu dieser Art des Wachstums befähigt. Dagegen ergibt ein Vergleich mit der Beschreibung von 
Philipson & Christey (1986), dass der im Verlauf der Keimung stattfindende Übergang vom Scutellum 
in den Vegetationspunkt und die Blattprimordien bei U. nuda und einem Endophyten der Gattung 
Neotyphodium in seinem Wirt Weidelgras überraschend ähnlich verläuft. Untersuchungen von 
Majewska-Sawka und Nakashima (2004) legen nahe, dass es sich bei dem durch Philipson und 
Christey (1986) nicht genauer bestimmten Endophyten um Neotyphodium lolii handeln könnte, den 
sie sowohl in der sich bildenden Ähre als auch im Embryo nachweisen konnten. 
In der vorliegenden Arbeit konnten in älteren Ährenanlagen gegen Ende der Pflanzenentwicklung 
Wirtszellen beobachtet werden, die komplett mit knäuelig wachsenden Pilzhyphen ausgefüllt waren. 
Am ehesten ist diese Beobachtung mit der durch Lang (1910) für Haferflugbrand (Ustilago avenae) 
beschriebenen Knäuelbildung in Blütenständen und den später von Amos (1952) als „Mycelnester“ 
bezeichneten pilzlichen Formationen in Einklang zu bringen. Hierbei vollzieht das U. nuda-Mycel 
einen Wandel und geht vom bis dahin harmlosen „Raumparasitismus“ zu einer extrem parasitären 
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Lebensweise über (Amos 1952). Ähnliche Ergebnisse erzielten Martinez et al. (1999) für 
Sphacelotheca reiliana, welcher ihren Ergebnissen zufolge meist intrazellulär wächst und die 
Zellwand durch Lysis und mechanischen Druck durchdringt. Die Autoren beschreiben darüberhinaus 
die Ausbildung eines Wirtsplasmalemmas, welche den Parasit komplett einschließt und diesen wie 
einen biotrophen Endophyten wirken lässt. Zur Klärung der Frage, ob bei U. nuda ähnliche Strukturen 
gebildet werden, wären elektronenmikroskopische Untersuchungen notwendig. Aussagen über die 
ausgeprägte Wirtsspezifität U. nuda`s konnten mit Hilfe eines Inokulationsversuches an diversen A. 
thaliana-Pflanzen getroffen werden. Ein Eindringen von U. nuda in die Nichtwirt-Pflanze kam nur in 
sehr seltenen Fällen und einzig für die beiden Doppelmutanten pen2 pad4 und pad4 sag101 sowie 
die hochanfällige Tripelmutante pen2 pad4 sag101 vor. Hier zeigte der Pilz sein bereits 
beschriebenes, typisches Wachstumsverhalten und war wie in seinem eigentlichen Wirt Gerste nah 
der Leitbündel lokalisiert (Abb 3.1.6). Von einem grundsätzlichen Überwinden der Nichtwirt-
Resistenz kann jedoch auf keinen Fall gesprochen werden. Dies wäre auch ein sehr 
außergewöhnliches Ergebnis gewesen bedenkt man, dass U. nuda laut Literatur erst in zwei Fällen 
auf Wildgräsern beobachtet werden konnte die nicht zur Gattung Aegilops spp. gehörten (Nielsen 
1978). Zudem ist nicht jede U. nuda-Rasse überhaupt in der Lage Gräser dieser Gattung zu befallen 
(Nielsen 1985). Das Eindringen ist vielmehr als Effekt der unnatürlichen äußeren Bedingungen zu 
bewerten (z.B. hohe Luftfeuchtigkeit durch „Eintüten“ des Blütenstandes). Desweiteren kamen 
Infektionen so selten vor, dass an Folgeuntersuchungen nicht zu denken war. Die gewonnenen 
Ergebnisse legen nahe, dass es sich bei U. nuda um einen sehr spezifischen Erreger handelt, bedenkt 
man, dass es Lipka et al. (2002) auf der gleichen hochanfälligen Tripelmutante (pen2 pad4 sag101) 
gelang Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) bis zum Sporulieren zu kultivieren und somit die 
Nichtwirt-Resistenz komplett zu durchbrechen. 
 
Mikroskopie 
Mit lichtmikroskopischen Verfahren war es möglich, den Befall junger Gersten- und Weizenpflanzen 
mit U. nuda und U. tritici sicher nachzuweisen. Der Nachweis war sowohl mit  Fluoreszenzfarbstoffen 
wie Blankophor und Anilinblau (Abb. 3.1.2 bzw. Abb. 3.1.3) als auch dem Farbstoff Trypanblau (Abb. 
3.1.1 bzw. Abb. 3.1.4) möglich. Verschiedene auf Trypanblau basierende Färbemethoden (Kavanagh 
& Mumford 1960, Keogh et al. 1980, Kollmorgen & Ballinger 1987, Koch & Slusarenko 1990) wurden 
auf ihre Anwendbarkeit überprüft. Mit Hilfe dieser Verfahren konnte U. nuda bzw. U. tritici im 
Gewebe auswachsender Gersten- und Weizenpflanzen sichtbar gemacht werden. Gemeinsam ist 
diesen Trypanblau-Färbemethoden ein Autoklavier- bzw. Aufkochschritt, welcher dazu dient, den 
Farbstoff in das Pflanzenmaterial zu transportieren. Dieser Schritt machte die Trypanblau-
Anfärbungen für junge Pflanzengewebe (z.B. Vegetationspunkt zum Zeitpunkt EC 13 oder jünger; 
Abb. 3.1.2) ungeeignet, da sie das Aufkochen nicht überstanden. Bei Verwendung in robusteren 
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Pflanzenteilen, wie den Nodien oder Blattmaterial zu späteren Terminen, konnten mit Trypanblau 
sehr gute Ergebnisse erzielt werden (Abb. 3.1.4). Wegen der schnelleren und leichteren 
Durchführbarkeit, der generell guten Anfärbeergebnisse und der Eignung auch für junge Gewebe bot 
sich allerdings der Nachweis mit einem Fluoreszenzfarbstoff an. In einem direkten Vergleich der 
beiden Farbstoffe Anilinblau und Blankophor konnten mit dem Letzteren bessere Ergebnisse erzielt 
werden. Mit Anilinblau als Fluorophor behandelte Präparate waren oft überstrahlt und 
vergleichsweise kontrastarm (Ergebnisse nicht gezeigt). Fluoreszenzfarbstoffe wurden bereits von 
Jablokowa (1939) und Wöstmann (1942) zur Anfärbung von U. tritici in Weizen erfolgreich eingesetzt. 
Als Fluorophor diente hierbei Eosin, welches allerdings nach Angaben von Amos (1952) nicht den Pilz, 
sondern lediglich die Reaktion der anlagernden Pflanzenzellwände sichtbar macht. Aus diesem Grund 
sollen diese Fluorophore nach Amos nicht zur Färbung von Pilzhyphen in totem Pflanzenmaterial 
geeignet sein. Mit den Fluorophoren Anilinblau (Hood & Shew 1996) und Blankophor (Rohringer et 
al. 1977) konnten in der Vergangenheit ebenfalls gute Ergebnisse für die Anfärbung verwandter Pilze 
aus der Abteilung der Basidiomycota erzielt werden. Bei der Untersuchung des Infektionsvorgangs 
des Schlauchpilzes Guignardia bidwellii auf Weinblättern lieferte der Fluoreszenzfarbstoff Anilinblau 
bessere Resultate bei der Anfärbung der subcuticulären Hyphennetze, während Blankophor 
geeigneter für das Anfärben von Infektionsstrukturen auf der Blattoberfläche war (Ullrich et al. 
2009). In den eigenen Untersuchungen konnte für die Anfärbung mit Blankophor ein Phänomen 
beobachtet werden, welches ähnlich durch Jablokowa (1939) nach Anfärbung mit einer 0,05%-igen 
Eosin-Lösung beschrieben wurde. Nach Jablowka konnte anhand der Färbung der Hyphen 
(„kanariengelb“ oder „orange“) zwischen lebendem und bereits abgestorbenem Pilzmycel 
unterschieden werden. In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls beobachtet, dass Pilzmycel in 
Pflanzen, die aus unbehandeltem Saatgut hervorgegangen waren, nach Anfärbung mit 0,01% 
Blankophor dunkelblau fluoreszierte, während nach Saatgutbeizung mit Tebuconazol das Pilzmycel 
eher orangeblau fluoreszierte (Abb. 3.4.6). Die routinemäßige Nutzung eines lichtmikroskopischen 
Verfahrens zur Detektion von U. nuda bzw. U. tritici in jungen Gersten- und Weizenpflanzen erscheint 
allerdings wenig praktikabel. Einerseits ist der Nachweis nicht spezifisch. Wobei dies im Falle der im 
Vegetationspunkt lokalisierten Brandpilze als Fehlerquelle weniger wichtig wäre. Schwerer wiegt 
andererseits der Nachteil, dass der lichtmikroskopische Nachweis, aufgrund der erforderlichen von 
Hand angefertigten Gewebeschnitte, vergleichsweise arbeitsintensiv ist. Er dürfte daher nur in 
speziellen Fällen, etwa als Ergänzung zu anderen Nachweisverfahren oder zur Aufklärung der Biologie 
zur Anwendung kommen. Eine interessante Option für weitere Arbeiten wäre die Verwendung GFP-
markierter U. nuda-Stämme. Solche Untersuchungen wurden bereits mit U. maydis (Spellig et al. 
1996) und einigen weiteren Vertretern aus der Klasse der Brandpilze (Ustilaginomycotina) 
durchgeführt. 
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Immunologie 
Neben der Lichtmikroskopie wurde der von Eibel et al. (2005a) vorgestellte Antikörper-basierte 
Nachweis weiterentwickelt. Zunächst wurden die auch von Eibel et al. verwendeten Antikörper 
(Charge 991) mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Immunoblotting (Renart et al. 1979, 
Burnette 1981) genauer charakterisiert. Hiermit sollten zusätzliche Aussagen über das 
Bindeverhalten der Antikörper getroffen werden. Anfärbungen von SDS-Polyacrylamidgelen mit 
Coomassie Blau nach Schägger et al. (1988) lieferten zunächst keine Banden. Aus diesem Grund 
wurde auf die deutlich sensitivere, allerdings auch wesentlich aufwändigere Silberfärbung nach Blum 
et al. (1987) umgestellt. Sie ist mit einer Detektionsschwelle von < 2 ng Protein/mm2 
Polyacrylamidgel mindestens um einen Faktor 10 sensitiver als die Anfärbung mit Coomassie Blau 
(Merril et al. 1982). Da sich die Bandenmuster für die Probe aus Knoten einer gesunden und einer 
Brandähre tragenden Pflanze (Abb. 3.2.1) glichen, war eine Unterscheidung in „gesund“ oder 
„infiziert“ mit der unspezifischen Proteinfärbung somit nicht möglich. Im Gegensatz dazu konnten in 
einem Immunoblot deutliche Unterschiede in der Anfärbung zwischen Extrakt aus Knoten einer 
gesunden und einer Ährensymptom tragenden Pflanze beobachtet werden (Abb. 3.2.2). Aufgrund 
dieses Ergebnisses war davon auszugehen, dass die Antikörper der Charge 991 für die Detektion von 
U. nuda in der Wirtspflanze grundsätzlich geeignet waren. Die Bindung der Antikörpercharge 911 an 
Strukturen von U. nuda konnte mit Hilfe einer Immunlokalisation (Vitha et al. 1997, Schwalm et al. 
2003, Langhans 2004) eindeutig gezeigt werden. Sie ist ein weiteres Indiz dafür, dass die im DAS-
ELISA mit Antkörpern der Charge 911 beobachteten Reaktionen tatsächlich auf der spezifischen 
Bindung an Pilzstrukturen von U. nuda beruhten. 
Gegen Ende der Arbeit wurde eine weitere Antikörpercharge (Charge 118) hergestellt, biotinyliert 
und auf identische Art und Weise charakterisiert. Wie von Miller und Martin (1988) beschrieben, 
führt die Biotinylierung der Sekundärantikörper durch eine Verstärkung der Enzym-Substrat-Reaktion 
zu einer weiteren Erhöhung der Sensitivität. Der Grund dafür ist, dass jeder Antikörper mit vier bis 
sechs Einheiten Biotin gekoppelt ist, an die jeweils ein Enzymkonjugat (Streptavidin-Alkalische 
Phosphatase) binden kann. Im Immunoblot lieferten die biotinylierten Antikörper der Charge 118 ein 
grundsätzlich identisches Ergebnis wie die Antikörper der Charge 991. Einzig der beobachtete, 
spezifisch angefärbte Bereich lag in der Größenordnung 45 kD und somit deutlich niedriger als dies 
für die Antikörpercharge 991 der Fall war (Abb. 3.2.4). Aus diesem Grund war davon auszugehen, 
dass sich die Antikörperchargen 991 und 118 in ihren „Ziel-Proteinen“ unterschieden. Diese 
Vermutung konnte durch einen Vergleich der beiden Chargen über die SDS-Elektrophorese mit 
anschließender Silberfärbung (Abb. 3.2.5) sowie einen Test auf Kreuzreaktionen im DAS-ELISA mit in 
vitro-Kulturen verschiedener phytopathogener Pilze sowie dem Oomyceten Pythium spec. (Abb. 3.2.6 
und Abb. 3.2.7) bestätigt werden. In der Silberfärbung wurden für beide Antikörper zwei starke 
Hauptbanden und zwei bis drei schwache Nebenbanden erhalten. Bei der für beide Antikörper 
identischen Bande für Proteine der Größenordnung 50 kD handelte es sich höchstwahrscheinlich um 
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die schwere Kette der untersuchten Immunglobuline G. Die sich in ihren Proteinmassen deutlich 
unterscheidenden zweiten Hauptbanden (ca. 27 kD für die Antikörpercharge 118 bzw. 20 kD für die 
Antikörpercharge 991) entsprachen vermutlich der für die Spezifität verantwortlichen variablen 
leichten Kette (Pedlan 1994). Es ist davon auszugehen, dass die kleinen Banden (100 kD und 150 kD) 
Artefakte waren, die aus Komplexen von zwei schweren Ketten, bzw. zwei schweren Ketten und zwei 
leichten Ketten bestanden. Sie könnten dadurch zu erklären sein, dass während des 
Denaturierungsschrittes mit ß-Mercaptoethanol die kovalenten Disulfidbrücken, welche die vier 
Polypeptidketten der Immunglobuline G miteinander verbinden, nicht in allen Fällen vollständig 
aufgebrochen wurden. 
Die Spezifität der Antikörpercharge 991 wurde mit Hilfe eines Tests auf Kreuzreaktionen (Abb. 3.2.6) 
überprüft. Dabei kam es zu Kreuzreaktionen mit allen getesteten Vertretern der Familie 
Ustilaginaceae, jedoch nicht mit weiter entfernten Pilzen. Innerhalb der Ustilaginaceae wurden die 
schwächsten Kreuzreaktionen mit U. tritici beobachtet. Dieses Ergebnis korreliert mit 
molekularbiologischen Untersuchungen von Menzies et al. (2003) und biochemischen Arbeiten von 
Kim et al. (1984). Letztere konnten im Proteom (lösliche Proteine im Sporenextrakt) über 
zweidimensionale isoelektrische Fokussierung 47 zwischen U. tritici und U. nuda unterschiedliche 
Proteine detektieren. Ustilago nigra, U. hordei, U. avenae und U. kolleri unterschieden sich in ihrer 
Gesamtheit hingegen nur in 13 Proteinen von U. tritici. Die Autoren schließen daraus, dass es sich bei 
U. nuda und U. tritici um unterschiedliche Arten handelt, und dass die aufgrund der gleichen 
Infektionsbiologie erfolgte Einordnung als Varietäten der selben Art (Nielsen 1972) nicht zutrifft. In 
den Untersuchungen von Eibel et al. (2005a) hatte die gleiche Antikörpercharge (991) nur geringe 
Unterschiede in der Reaktivität zwischen U. nuda und U. tritici gezeigt, was für eine nähere 
Verwandtschaft der beiden Arten sprechen würde. Zu erklären ist diese Diskrepanz vermutlich durch 
die Tatsache, dass in den eigenen Untersuchungen zur Spezifität und denen von Eibel et al. 
unterschiedliche, jeweils separat angezogene Antigenaufreinigungen verwendet wurden. Es ist 
bekannt, dass das Proteom je nach Umwelteinflüssen und Entwicklungszeitpunkt stark divergieren 
kann (Waldow 1997). Letzteres wird allein dadurch deutlich, dass U. nuda nur in bereits weit 
entwickelten Ährenanlagen sporuliert, also ein gewebespezifisches Wachstumsverhalten zeigt, wie es 
von Cernusko (1995) auch für Verticillium dahliae beschrieben wurde. Die ermittelten 
Kreuzreaktionen stellen in der Praxis aber kein Problem dar, weil die Brandpilze eine hohe 
Wirtspezifität aufweisen (Hoffmann & Schmutterer 1999). In Labor- und Gewächshausversuchen 
wird in der Regel nur mit einem einzigen Pathogen gearbeitet, sodass Fehldetektionen nicht möglich 
sind. Letztere wären nur in ganz speziellen Fällen denkbar, etwa wenn in Freilandversuchen mit 
Gerste neben U. nuda auch U. hordei vorhanden wäre. 
Eine verminderte Spezifität der Antikörper kann in der Praxis auch vorteilhaft sein, da unter 
Umständen die Gefahr verringert ist, dass unterschiedliche Isolate des Pilzes bzw. Pilzstrukturen 
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unterschiedlicher Entwicklungsstufen nicht gleichermaßen effektiv detektiert werden. Das wird bei 
einem Vergleich mit der Antikörpercharge 118 deutlich (Abb. 3.2.6), die außer mit U. nuda lediglich 
mit U. hordei nennenswert reagierte. Mit dieser Antikörpercharge wäre daher nicht nur ein 
familienspezifischer, sondern innerhalb der Ustilaginaceae sogar ein artspezifischer Nachweis 
denkbar. Für Folgeuntersuchungen stehen somit zwei Antikörperchargen mit stark unterschiedlichen 
Eigenschaften und somit Einsatzmöglichkeiten zur Verfügung. Allerdings hat die höhere Selektivität 
der Charge 118 auch einen Verlust an Sensitivität zur Folge (vergl. Abb. 3.2.6 mit Abb. 3.2.7). Dieses 
Phänomen ist normalerweise kennzeichnend für den Unterschied zwischen monoklonalen (= hoch 
spezifischen, aber wenig sensitiven) und polyklonalen (= wenig spezifischen, aber hoch sensitiven) 
Antikörpern (Miller & Martin 1988). 
In einem PTA (Plate Trapped Antigene) -ELISA konnten mit der Antikörpercharge 118, mit der 
üblicherweise verwendeten Antikörperkonzentration (1:500) für reines Antigen (1 µg/ml), zunächst 
4-mal so hohe Werte für die OD gemessen werden wie mit der Antikörpercharge 991 (Abb. 3.2.8). 
Allerdings stellte sich in Folgeuntersuchungen heraus, dass der PTA-ELISA nicht für die Detektion von 
U. nuda aus Pflanzenmaterial geeignet war. Der Hauptgrund hierfür ist anscheinend, dass es bei der 
Untersuchung komplexer Extrakte durch den fehlenden selektiven Schritt zu Anfang (anstatt der 
Antikörper wird das Antigen auf das Trägermaterial gecoatet) zu einem immensen Einfluss störender 
Pflanzenproteine kommt (Miller & Martin 1988). Dass die Antikörpercharge 118 trotz deutlich 
höherer Werte im PTA-ELISA im DAS-ELISA geringere Extinktionen zeigte als die Antikörpercharge 
991 (um ca. ein Drittel verringert), könnte mit der Ladung der Proteine zusammenhängen, gegen die 
die Antikörper gerichtet waren. Feng et al. (1995) beschreiben darüber hinaus einen selektiven Effekt 
für das Detergenz Tween 20 auf das Bindeverhalten unterschiedlicher Proteinklassen an 
Polyethylenplatten. Tween 20 war auch in den eigenen Untersuchungen im Extraktionspuffer 
vorhanden. Je nachdem, welche „Proteingruppe“ vorwiegend durch die Antikörper detektiert wurde, 
wären somit Unterschiede zwischen Ergebnissen im PTA- bzw. DAS-ELISA zu erklären. 
Da im Gegensatz zur DNA-basierten Quantifizierung kein interner Standard mitgeführt werden 
konnte, bestand die Gefahr, dass nicht die Menge an U. nuda-Protein, sondern vielmehr die 
Variabilität der Proteinextraktion oder Probennahme an sich gemessen wurde. In einer Bestimmung 
des Proteingehalts nach Bradford (1976) konnte jedoch gezeigt werden, dass die gemessenen 
Konzentrationen innerhalb der jeweiligen Sorten bzw. Saatgutchargen relativ homogen ausfielen 
(Abb. 3.2.12). Der Einfluss der Probenaufbereitung auf das Ergebnis des DAS-ELISA war daher 
begrenzt. Aufgrund des enormen Mehraufwandes, den eine Vereinheitlichung der Einzelproben in 
Bezug auf ihren Proteingehalt bedeutet hätte, wurde in der vorliegenden Arbeit eine solche 
Standardisierung nicht vorgenommen. Stattdessen wurde der Proteingehalt als Maß für die Qualität 
der Probenaufbereitung in zufällig ausgewählten Experimenten lediglich stichprobenartig überprüft. 
Nach Werres und Steffens (1994) entscheiden drei Faktoren über die Eignung von Antikörpern für die  
Detektion von Phytopathogenen: die Empfindlichkeit, die Spezifität und die Nicht-Detektion von 
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totem, epidemiologisch nicht mehr relevantem Pilzmaterial, die zu falsch-positiven Ergebnissen 
führen würde. Die Empfindlichkeit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikörpercharge  
911 wurde durch Eibel (2005a) auf 15 ng/ml bestimmt und lag damit höher als die Nachweisgrenze 
von 1 ng/ml für Pflanzenviren (Clark & Adams 1977), aber innerhalb des mit 2-50 ng/ml angegebenen 
Bereichs für phytopathogene Pilze (Mohan 1988). Da in den meisten als „infiziert“ eingestuften 
Pflanzenproben zum Auswerttermin die in ng/ml gemessenen U. nuda-Proteingehalte im hohen 3-
stelligen bzw. niedrigen 4-stelligen Bereich lagen (Abb. 3.2.9, Abb. 3.2.11, Abb. 3.2.13), war eine 
sichere Detektion in diesem Punkt gewährleistet. Die Spezifität der verwendeten Antikörper 991 
wurde, wie oben diskutiert, mit Hilfe eines Tests auf Kreuzreaktionen (Abb. 3.2.6) charakterisiert. Die 
von Werres und Steffens (1994) geforderte Vermeidung von Fehldetektionen von totem Pilzmaterial 
war bei der Untersuchung des Vegetationspunktes von wachsenden Pflanzen insofern gewährleistet, 
als nach Saatgutbehandlung mit wirksamen chemischen Saatgutbehandlungsmitteln zum Zeitpunkt 
EC 13 (ca. 10-14 Tage nach Aussaat) in den mikroskopischen Untersuchungen in keinem Fall 
Pilzhyphen im Bereich des für die DAS-ELISA-Untersuchungen verwendeten Pflanzenmaterials 
(Vegetationspunkt) vorhanden waren. 
 
Nachweis der Immunreaktion mittels Biosensor 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erste Untersuchungen zu einem Nachweis von U. nuda 
mittels Biosensor durchgeführt. Ziel dieser Untersuchungen war es, unter Verwendung eines 
Terahertz- (THz-) Sensors (Nagel et al. 2003, Xi-Cheng & Jingzhou 2009, Damm et al. 2009) das 
mehrstündige Protokoll des DAS-ELISA auf einen einzigen Schritt herunterzubrechen. Mit dem von 
der TU Darmstadt bereitgestellten THz-Setup war zum einen eine Bestimmung der dielektrischen 
Änderung der Oberflächeneigenschaften aufgrund der Bildung des Antikörper-Antigen-Komplexes 
(Markelz et al. 2007) und zum anderen eine spektroskopische Detektion, welche auf einer 
Verschiebung der Absorptionsbanden nach erfolgreicher Bindung beruht (Kutteruf et al. 2003), 
vorgesehen. In Vorversuchen konnten die Antikörper zuverlässig auf dem bevorzugten 
Trägermaterial (spezielles Quarzglas) durch dessen Vorbehandlung mit dem positiv geladenen 
Homopolymer Poly-L-Lysin der essentiellen Aminosäure L-Lysin immobilisiert werden (Abb. 3.2.14). 
Ein Beschichten des Quarzglases war nötig, da die negativ geladenen schweren Ketten der Antikörper 
(COO--Gruppen), auf unbehandelten und somit unpolaren Trägermaterialien nicht fest genug 
anhaften, um den an die Probenaufgabe folgenden Waschschritt zu überstehen. Nach dem im 
Anschluss an die Immobilisierung auf dem Quarzglas durchgeführten DAS-ELISA lag die Extinktion in 
einer ähnlichen Größenordnung wie nach normaler Durchführung des DAS-ELISA in einer 96-well-
Platte. Die Bindung der Antikörper an das Quarzglas war somit als hinreichend gut anzusehen. In 
ersten Versuchen, welche im Frequenzbereich 0,1 - 1 THz durchgeführt wurden, konnten aber keine 
 Kapitel 4 Diskussion  
        98  
Unterschiede für die Absorptionsbanden von mit Antigen beladenen bzw. unbeladenen Antikörpern 
detektiert werden, anhand derer eine Unterscheidung möglich gewesen wäre (Abb. 3.2.15). Solche 
stoffspezifischen Bandenmuster sollten jedoch im Frequenzbereich von 1 - 5 THz zu detektieren sein 
(pers. Mitteilung: Dr. Christian Damm, TUD, Institut für Elektrotechnik), da Absorptionsspektren von 
Molekülen in der Größenordnung von Antikörper-Antigen-Komplexen mit einer großen 
Wahrscheinlichkeit in diesem Frequenzbereich liegen (Markelz et al. 2002). Weil zur Messung des 
Frequenzbereichs 1 - 5 THz umfangreiche Umbauten und eine aufwändige Kalibrierung des THz-
Sensors erforderlich gewesen wären, konnte diese These noch nicht überprüft werden. Diese 
Fragestellung ist Teil eines vom Fachbereich Elektrotechnik der TU Darmstadt gestellten 
Forschungsantrages. Desweiteren wurden in der vorliegenden Arbeit die in Kapitel 3.2 
charakterisierten Antikörper, wie bereits in der Tumorforschung (Gruttnera et al. 2007, Shamsipour 
et al. 2009) erprobt, erfolgreich mit Fe-Nanopartikeln (genauer: mit der die Nanopartikel 
umhüllenden Polymerschicht) kovalent verknüpft. Diese Antikörper stehen ebenfalls für künftige 
Untersuchungen zur Verfügung und sollen den gezielten Einsatz hochsensitiver Sensorstrukturen für 
eine verbesserte Detektierbarkeit ermöglichen (Damm 2011). 
 
Nachweis mit real-time PCR 
Es gelang ebenfalls junge Gersten- bzw. Weizenpflanzen über ein quantitatives, DNA-basiertes 
Verfahren (real-time PCR) in „gesund“ oder „infiziert“ einzustufen. Der für die Standardgerade 
berechnete Korrelationskoeffizient (R2 = 0,9970) und die Steigung (= -3,4053) deuteten auf eine sehr 
stabile und effiziente PCR-Reaktion hin (Abb. 3.2.2) (Bustin et al. 2009). In den Versuchen hatten 
gesunde Pflanzen einen hohen Ct-Wert, der in der Größenordnung der Negativkontrolle lag (vergl. 
Abb. 3.3.4 mit Abb. 3.3.2). Pflanzen, die als positiv hinsichtlich des Befalls mit U. nuda eingestuft 
wurden, besaßen einen Ct-Wert, der etwa zehn Einheiten kleiner war. Ein Unterschied von 3,5 
Einheiten entsprach hierbei einer Verdünnung von 1:10. Die Verwendung eines mitgeführten 
internen Standards hatte den Zweck den Einfluss störender Faktoren, wie eine unterschiedlich 
effiziente DNA-Ausbeute, zu minimieren (Bustin et al. 2010). Als sogenanntes Housekeeping-Gen 
fungierte in diesem Fall ein konstitutiv exprimiertes Hordeum- bzw. Triticum-Gen, anhand dessen alle 
Einzelproben normiert werden konnten. Weiterhin wurde stichprobenartig die Qualität der DNA-
Aufreinigung über eine photometrische Bestimmung des Gesamt-DNA-Gehaltes überprüft (Abb. 
3.3.6). Die gemessenen Werte waren relativ konstant, und es konnte ein Zusammenhang zwischen 
hohen Gehalten an U. nuda-DNA und hoher Gesamt-DNA-Ausbeute ausgeschlossen werden (vergl. 
Abb. 3.3.5 mit Abb. 3.3.6). Dies galt allerdings erst, nachdem auf eine standardisierte DNA-Extraktion 
über spin columns umgestellt wurde. In den zuvor per Hand durchgeführten Extraktionen wurden 
große Schwankungen für die Ausbeute gemessen (Abb. 3.3.1). Die für das Testsystem U. nuda/Gerste 
erhaltenen Ergebnisse stimmten hinsichtlich der Möglichkeit, das Pathogen sicher in seinem Wirt 
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quantifizieren zu können, gut mit den von Zellerhof et al. (2006) erhaltenen Ergebnissen für das 
Testsystem Magnaporthe grisea/Gerste überein. Überraschend war die hohe Menge an Pilz-DNA, die 
in allen Experimenten gemessen werden konnte und oft in der gleichen Größenordnung lag wie die 
Menge detektierter Wirts-DNA. Die hohen Gehalte an U. nuda-DNA könnten auf einen 
Zusammenhang mit der Verwendung künstlich inokulierten Saatgutes schließen lassen. Darauf gab es 
jedoch keine Hinweise, denn  Pflanzen, die aus natürlich befallenem Saatgut hervorgegangen waren 
(z.B. Wintergerste `Igri’ in Abb. 3.3.8), hatten ähnlich hohe U. nuda-DNA-Gehalte wie Pflanzen aus 
künstlich inokuliertem Saatgut (ca. 1000 ng/µg H. vulgare-DNA). Auch in den eigenen 
mikroskopischen Untersuchungen waren solche Unterschiede nicht beobachtet worden. 
Die hohen U. nuda DNA-Gehalte sprachen dafür, dass ein gleichzeitiges Auswerten („Poolen“) einer 
größeren Anzahl von Pflanzenproben möglich sein sollte. Die experimentelle Überprüfung ergab, 
dass die Gegenwart einer einzigen infizierten Pflanze mit geringem Gehalt an U. nuda-DNA in einem 
Gemisch mit neun gesunden Pflanzen noch sicher detektiert werden konnte. Im Falle einer 
Einzelpflanze mit hohem Gehalt an U. nuda-DNA war eine Detektion bis zu einem Faktor > 1:20 
durchführbar (Abb. 3.3.7). Dass der Nachweis befallener Pflanzen über die real-time PCR ein stabiles 
und sicheres Verfahren darstellt, konnte in einem 71 Einzelproben umfassenden Versuch (Abb. 3.3.5) 
gezeigt werden, indem das Ergebnis der real-time PCR mit der DAS-ELISA-Auswertung und dem 
Vorhandensein von Brandähren auf den Bestockungstrieben verglichen wurde. Die Vorhersagen 
durch den DAS-ELISA und die durch das real-time PCR-Verfahren stimmten, mit Ausnahme eines 
„falsch-negativen“ real-time PCR-Ergebnisses, in allen Fällen überein. 
Überraschenderweise fiel der Quotient der DNA-Gehalte (Ustilago-DNA/Pflanzen-DNA) für Weizen 
deutlich niedriger aus als für Gerste (vergl. Abb. 3.3.9 mit Abb. 3.3.8). Demnach beträgt der relative 
Gehalt an U. tritici in Weizen nur etwa ein Drittel des Gehaltes an U. nuda in Gerste. Zukünftige 
Untersuchungen werden zeigen, ob sich dieses Ergebnis bestätigen lässt. Anhand der 
mikroskopischen Untersuchungen war ein solcher Unterschied nicht offensichtlich. Dass es mit den 
verwendeten Primern möglich war, neben U. nuda auch U. tritici sicher zu detektieren (Abb. 3.3.9), 
war aufgrund einer im Vorfeld durchgeführten Blast-Analyse (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
und des verwendeten Zielanalyts (ITS1, 5.8S ribosomales RNA-Gen) zu erwarten. Obwohl es mit einer 
RAPD (Random amplified polymorphic DNA) -Analyse (Sharifnabi et al. 2003) und einer auf ISSRs 
(Inter-simple sequence repeats) und AFLPs (Amplified fragment length polymorphisms) basierenden 
Untersuchung (Menzies et al. 2003) gelang, U. nuda-Stämme sicher von U. tritici-Stämmen 
abzugrenzen, sind die beiden Arten doch so nah miteinander verwandt, dass sie sich in der 
untersuchten IST1-Sequenz nicht unterschieden und somit ebenfalls mit den entworfenen Primern 
detektiert werden konnten. 
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Erprobung der Nachweisverfahren am Beispiel der Entwicklung von Saatgutbehandlungsmitteln 
und -verfahren 
In der vorliegenden Arbeit konnten die Flugbranderreger U. nuda und U. tritici mit mikroskopischen 
(Kap. 3.1) und molekularbiologischen Methoden (Kap. 3.2 bzw. Kap. 3.3) in der Pflanze nachgewiesen 
werden. Der molekularbiologische Nachweis mit der real-time PCR war zwar die empfindlichste 
Methode, aber mit einem größeren zeitlichen und finanziellen Aufwand verbunden als die beiden 
anderen Verfahren (Mikroskopie und DAS-ELISA). Für die routinemäßige Anwendung, etwa bei der 
Entwicklung von Saatgutbehandlungsmitteln erscheinen aus heutiger Sicht eher die Lichtmikroskopie 
und der DAS-ELISA geeignet. Daher wurde die Anwendbarkeit der Nachweisverfahren exemplarisch 
am Beispiel des DAS-ELISA und der Lichtmikroskopie untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass 
sich befallene Saatgutposten von nicht befallenen durch Quantifizierung des Flugbrandpilzes zum 3-
Blatt-Stadium unterscheiden lassen. Da hierbei die Keimpflanzen, nicht aber das Saatgut selbst 
untersucht wird, wäre diese Anwendung wohl keine Alternative, zumindest aber eine Ergänzung zur 
Ermittlung des Saatgutbefalls mit dem Embryotest (Morton 1961, 1967). Die Wirksamkeit der 
Saatgutbehandlung sowohl mit chemischen Wirksubstanzen (Tebuconazol und Sedaxane) als auch 
mit den beiden physikalischen Verfahren (Heiß- und Warmwasserbehandlung) ließ sich anhand des 
DAS-ELISA-Ergebnisses ebenfalls bereits im 3-Blatt-Stadium (10-14 Tage nach Aussaat) eindeutig 
nachweisen. Nach Anwendung dieser Verfahren waren die mit dem DAS-ELISA gemessenen Gehalte 
an U. nuda-Protein deutlich niedriger als ohne Saatgutbehandlung und ähnlich den Gehalten in 
Pflanzen aus gesundem Saatgut. In parallel durchgeführten mikroskopischen Untersuchungen ließen 
sich diese Unterschiede nicht nur bestätigen, sondern es wurden auch qualitative Unterschiede 
beobachtet, die offensichtlich Ausdruck unterschiedlicher Wirkmechanismen der Verfahren waren. 
So trat die Wirksamkeit von Sedaxane schneller ein als die des Tebuconazol-Präparates (Raxil). Im 
Falle von Sedaxane war im Bereich des Vegetationspunktes 7 Tage und im Scutellum 9 Tage nach 
Aussaat kein Flugbrandmycel mehr nachzuweisen. Auch mikroskopisch sichtbare Reste oder 
Fragmente waren nicht vorhanden. Das deutet daraufhin, dass das Mycel schnell abgetötet wurde. 
Dagegen wurde zu den genannten Zeitpunkten in den untersuchten Organen nach Raxil-Behandlung 
in einigen Pflanzen noch Mycel gefunden. Es hatte, anders als in Pflanzen aus unbehandeltem 
Saatgut, einen knäueligen, ungerichteten Wuchs, zeigte eine ins Gelbliche übergehende Fluoreszenz, 
sowie eine feinkörnige Struktur des Cytoplasmas. Anscheinend gehen die unterschiedlichen Effekte 
der Raxil- bzw. Sedaxanebeizung auf deren Wirkungsweise zurück. Triazole, wie der Wirkstoff 
Tebuconazol, greifen in die Sterolbiosynthese des Pathogens ein und inhibieren diese (Hippe & Koller 
1986) während Fungizide aus der Gruppe der Carboxanilide, zu denen Sedaxane (Handelspräparat: 
Vibrance) gehört, ein Enzym innerhalb der Elektronentransportkette zwischen dem Succinat und dem 
Coenzym Q im Citratzyklus unterbinden (Phillips & Rejdaheath 1993). Damit ist die Atmungskette 
betroffen, was offensichtlich zu einem schnelleren Tod führt als der Eingriff in die Sterolbiosynthese. 
Interessanterweise wurden nach Anwendung der thermischen Behandlung in Wasser (Warmwasser- 
_ Diskussion Kapitel 4 . 
 
101 
 
bzw. Heißwasserbeize) gleiche Effekte beobachtet wie nach der Tebuconazolbeizung. Aufgrund 
fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen kommt Amos (1952) zu der Feststellung, dass die 
thermischen Behandlungen zu einem großen Teil nicht zum Absterben des Flugbrandmycels führen. 
Vielmehr komme es zu einer einige Tage fortwährenden Wuchsinhibition des Pilzmycels, die der 
Wirtspflanze die Möglichkeit gäbe, dem Pathogen „davonzuwachsen“. Effekte auf die Morphologie 
werden von Amos aber nicht beschrieben. Dagegen sprechen die eigenen Ergebnisse, über diesen 
Verzögerungseffekt hinaus, für einen durch die Wärmebehandlung eingeleiteten Absterbeprozess, 
der mit den genannten morphologischen Änderungen einhergeht. 
In den Versuchen zur Wirksamkeit der beiden biologischen Präparate Pestwurz und Rhabarberwurzel 
wurden die Raxilbeize und die Heißwasserbehandlung als Standards mitgeführt. Im Versuch mit 
Sommergerste war das Ergebnis zum 3-Blatt-Stadium und im 1-Knoten-Stadium für die 
Raxilbehandlung und die Heißwasserbeize ähnlich wie in den vorherigen Versuchen. Die Vorhersage 
des Ährenbefalls mit dem DAS-ELISA war zu beiden Terminen hinreichend genau und bei 
Verwendung des Schwellenwertes von 250 ng/ml genauer als bei dem Schwellenwert von 500 ng/ml. 
Im Falle von Pestwurz und Rhabarberwurzel war der tatsächliche Ährenbefall genauso hoch wie ohne 
Saatgutbehandlung. Unter dem Aspekt der Verwendung als Saatgutbehandlungsmittel waren beide 
Mittel demnach unwirksam. Dennoch lagen, gemessen am U. nuda-Gehalt, insbesondere nach der 
Behandlung mit Pestwurz Wirkungen vor, denn zu beiden Terminen war der mittlere U. nuda-
Proteingehalt und die Standardabweichung vom Mittelwert geringer als in der Kontrolle.  
Wie an der Sommergerste hatten die Heißwasserbehandlung und die Beizung mit Raxil auch am 
Winterweizen in Bezug auf die Flugbrandbekämpfung eine sehr hohe Wirksamkeit. Sie ließ sich für 
die Heißwasserbehandlung bereits im 3-Blatt-Stadium vorhersagen, für die Raxilbeizung aber erst im 
1-Knoten-Stadium. Zu beiden Terminen wurden nach der Behandlung mit Rhabarberwurzel und 
Pestwurz geringere U. tritici-Proteingehalte gemessen als in den Kontrollen, was, wie schon bei der 
Gerste, auf eine Wirksamkeit hindeutet. Dennoch führte nur die Behandlung mit Pestwurz zu einem 
geringeren Flugbrandbefall. Insgesamt gesehen stimmen die hier mit dem DAS-ELISA und im 
Gewächshaus nach Behandlung mit Rhaberwurzel oder Pestwurz gewonnen Resultate mit den 
Ergebnissen von Freilandversuchen überein, in denen diese beiden Agenzien eine Flugbrandwirkung 
zeigten, die aber nicht zuverlässig eintrat und in ihrer Höhe unzureichend war (unveröffentlichte 
Ergebnisse). Diese unzureichende Aktivität könnte darauf zurückzuführen sein, dass die Mittel nur in 
geringen Mengen von der Keimpflanze aufgenommen oder in der Pflanze nicht systemisch verteilt 
werden. Chemische Beizmittel mit Flugbrandwirkung weisen diese systemische Aktivität auf. Ma et 
al. (2010) beobachteten nach der Behandlung mit Rhabarberwurzelxtrakt die Ausbildung lokaler 
Resistenzen von Gerste gegen echten Mehltau (Blumeria graminis), Yang et al. (2009) beschreiben 
Wirksamkeiten von > 80% gegen das gleiche Pathogen an Gurke. Bei beiden Untersuchungen wurden 
ethanolische Extrakte verwendet. Hingegen wurden in den eigenen Experimenten wässrige Extrakte 
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appliziert. In weiteren Untersuchungen wäre es sinnvoll, ebenfalls alkoholische Extrakte zu 
verwenden, da es möglich sein kann, dass sich die aktive Fraktion in einer „unpolareren“ Flüssigkeit 
besser löst. 
 
Abschließende Bewertung und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit war es sowohl mit dem mikroskopischen Nachweisverfahren (Kap. 3.1), als 
auch den beiden molekularbiologischen Methoden (Kap. 3.2 bzw. Kap. 3.3) sicher möglich, den 
Flugbrandpilz im Wirtspflanzengewebe zu detektieren. In Bezug auf den Arbeitsaufwand 
unterschieden sich beide Methoden nur minimal. Protein- und DNA-Aufreinigung sowie die 
Durchführung eines DAS-ELISA bzw. einer real-time PCR benötigten etwa die gleiche Zeit. Hinsichtlich 
der Kosten ist der DAS-ELISA allerdings der PCR überlegen. Es ist zu überprüfen, ob der 
immunologische Nachweis auf einen „Tissue Print Immuno Assay“ umgestellt werden kann. Hierbei 
können ohne aufwendige Probenaufbereitung nach Abdrücken auf eine Nitrocellulosemembran 
mehrere 100 Pflanzenproben zeitgleich untersucht werden. Für den Nachweis pilzlicher Endophyten 
in Futtergräsern wird dieses Verfahren bereits erfolgreich angewandt (Hahn et al. 2003). An der 
Sommergersten-Sorte `Danuta‘ ließ sich anhand des DAS-ELISA-Ergebnisses die Wirksamkeit der 
Saatgutbehandlung sowohl mit den chemischen Wirksubstanzen (Tebuconazol und Sedaxane) als 
auch mit den beiden physikalischen Verfahren (Heiß- und Warmwasserbehandlung) bereits im 3-
Blatt-Stadium (10-14 Tage nach Aussaat) eindeutig nachweisen. Für die Flugbrandvorhersage bei 
Winterweizen schien das Verfahren weniger gut geeignet zu sein.  
Ein generelles Problem für die Vorhersage des Flugbrandbefalls mit dem DAS-ELISA stellte die 
Festlegung eines verlässlichen und einheitlichen Schwellenwertes dar. In den durchgeführten 
Experimenten bewegten sich die Werte für Pflanzen aus gesundem Saatgut und nach erfolgreicher 
Saatgutbehandlung meist in einer Größenordnung von 0-500 ng U. nuda-Protein/ml. Die Werte 
konnten je nach Versuch in der Größenordnung stark variieren, waren in den einzelnen 
Experimenten an sich aber sehr homogen. Dass in gesunden Pflanzen überhaupt Konzentrationen 
von U. nuda-Protein „errechnet“ wurden lag zum einen an der Tatsache, dass sich alle Werte auf eine 
mitgeführte Standardgerade bezogen, welche im unteren Detektionsbereich aufgrund eines schwach 
degressiven Verlaufs immer oberhalb der tatsächlich bestimmten Messwerte lag. Zum anderen ist 
dieser Sachverhalt durch ein methodisches Problem zu erklären. Da in der anschließenden 
Auswertung auch negative Werte errechnet wurden, es allerdings keine negativen Proteingehalte 
gibt, wurde in allen Versuchen der kleinste gemessenen Wert = 0 gesetzt. Dies führte zu einer 
weiteren Erhöhung der Gesamtheit der Messwerte. Eine allgemeingültige Formel (Schwellenwert: 2-
fach positive Standardabweichung), wie sie durch Eibel et al. (2005a) vorgeschlagen wurde, scheint 
aufgrund der Variabiltät sowohl der Infektionsraten in den einzelnen Saatgutposten als auch in der 
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Höhe der detektierten Proteingehalte in den Einzelproben nicht sinnvoll. Ein alternatives Verfahren 
wäre es, für die abschließende Bewertung nicht nur die absolute Höhe der Meßwerte der 
Einzelproben zu bewerten, sondern auch die Streuung der Werte des gesamten Saatgutpostens 
heranzuziehen. Nach erfolgreicher Saatgutbehandlung einer hochbefallenen Charge sollte die 
Streuung der Einzelwerte sehr viel geringer sein als in Pflanzen aus unbehandeltem Saatgut 
Weiterhin fiel auf, dass bei der Wahl des Saatgutpostens nicht einzig auf die Infektionsrate geachtet 
werden darf. Es ist zum Beispiel möglich, dass das Nichtkeimen infizierter Körner bzw. eine stärkere 
Bestockung gesunder Triebe den Anteil gesunder Ähren im Feld erhöht (Lal & Siddiqui 1990). 
Tatsächlich konnte in einem eigenen Versuch mittels real-time PCR (Abb. 3.3.5) gezeigt werden, dass 
in einem über einen Embryotest mit 40% Befall prognostizierten Saatgutposten (`Danuta´, 
spritzeninokuliert) in der Teilmenge der „nicht geschossenen Pflanzen“ neun von neun als „infiziert“ 
einzustufen waren. Dies birgt die Gefahr, dass in Experimenten für durchgeführte 
Saatgutbehandlungen nicht zwischen einer echten Wirkung und einer Wirkung durch „Nichtkeimen“ 
bzw. „Nichtschossen“ stark infizierter Körner unterschieden werden kann. Dieses Phänomen wurde 
von Oort (1944) und später durch Oertel (1955) auch als „Überempfindlichkeitsreaktion“ bezeichnet 
und bereits durch Thren (1941) an japanischen Gerstensorten beschrieben. Jones und Dhitaphichit 
(1991) konnten einen direkten Zusammenhang zwischen der Inokulumdichte und dem Tausend-
Korn-Gewicht (TKG) aufzeigen. In den eigenen Versuchen wurde beobachtet, dass die beiden 
Weizensorten (`Apogee´ und `Akteur´) bei hohen Befallsraten (> 50%) stets besser keimten als die 
untersuchten Gerstensorten (`Danuta´ und `Igri´). Ob es sich hierbei um einen sortenspezifischen 
oder einen generellen Unterschied zwischen Weizen und Gerste handelte sollte in 
Folgeuntersuchungen überprüft werden. 
Im Zusammenhang mit den hier durchgeführten Arbeiten stellt sich die Frage, ob das Pilzmycel durch 
effektive Saatgutbehandlungsverfahren abgetötet wird, was in der Pflanze mit totem Pilzmycel 
geschieht, und ob die Nachweisverfahren in der Lage sind, zwischen lebendem und totem Pilzmycel 
zu unterscheiden. Die Ergebnisse der mikroskopischen Untersuchungen deuteten daraufhin, dass das 
Mycel in Abhängigkeit vom angewendeten Verfahren entweder schnell abstirbt oder noch für 
bestimmte Zeit in einem geschädigten Zustand fortbesteht. Ein aktives „Absterben“ konnte aber 
nicht beobachtet werden. Entweder waren keine Hyphen mehr sichtbar oder sie waren geschädigt. 
Fraglich ist, ob im ersten Fall nicht doch noch Reste von Proteinen oder Nukleinsäuren vorhanden 
sind, die im DAS-ELISA oder mit der PCR detektiert werden. Wie bereits oben ausgeführt, lagen die U. 
nuda-Proteingehalte nach chemischer Saatgutbehandlung in einer ähnlichen Größenordnung wie in 
Pflanzen aus gesundem Saatgut. Das spricht dafür, dass abgestorbenes oder geschädigtes Mycel 
nicht mehr detektiert wird. Auch mit einer PCR ist nach chemischer Saatgutbeizung kein Nachweis 
mehr möglich (Dr. Andreas Leclerque, JKI Darmstadt, pers. Mitteilung). Demnach wäre die 
Anwendung  spezieller PCR-Verfahren (EMA-PCR bzw. PMA-PCR), die eine lebend/tot-
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Unterscheidung ermöglichen (Vesper et al. 2008, Trivedi et al. 2009), nicht erforderlich. Zunächst ist 
aber noch zu klären, ob die Wirkungsweise bestimmter Saatgutbehandlungsmittel nicht darin 
bestehen kann das Pilzmycel zu schädigen, ohne es abzutöten. Interessant ist in diesem 
Zusammenhang z.B. die Beobachtung, dass nach Saatgutbehandlung mit Rhabarberwurzelextrakt 
bzw. Pestwurzextrakt die durchschnittlichen Ustilago-Proteingehalte häufig niedriger waren als in 
den Kontrollpflanzen, was sich aber im Ährenbefall nicht widerspiegelte. Es ist nicht bekannt, ob 
andere Faktoren, z.B. das physiologische Alter des Pilzmycel oder Wechselwirkungen mit 
Pflanzenproteinen das Ergebnis des DAS-ELISA beeinflussen. Daher bietet es sich an, in Zukunft bei 
solchen Versuchen für die Quantifizierung von Flugbrandmycel nicht nur den DAS-ELISA, sondern 
parallel den real-time PCR-Ansatz zu verwenden. 
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5 Zusammenfassung/Summary 
Der Befall von Gerste (Hordeum vulgare) und Weizen (Triticum aestivum) mit Flugbrand (Erreger: 
Ustilago nuda bzw. U. tritici) wird erst mit dem Erscheinen der Brandähre sichtbar. Sowohl die 
Entwicklung von Saatgutbehandlungsmitteln zur Flugbrandbekämpfung als auch die Züchtung auf 
Flugbrandresistenz könnten beschleunigt werden, wenn es gelänge, den Flugbrandbefall schon zu 
einem frühen Zeitpunkt nachzuweisen und möglichst zu quantifizieren.  
Mit dem Ziel, solche Verfahren zu entwickeln und zu erproben, wurde in der vorliegenden Arbeit 
zunächst mittels Fluoreszenzmikroskopie die Entwicklung des Pilzes in seiner Wirtspflanze verfolgt. In 
mit dem Fluorophor Blankophor angefärbten Handschnitten konnte bereits wenige Tage nach 
Aussaat Mycel beobachtet werden, das in das Apikalmeristem und die Blattprimordien einwuchs. 
Zum 1-Knoten-Stadium war die Ährenanlage schon stark besiedelt, und auch in den Halmknoten war 
der Pilz regelmäßig vorhanden.  
Weiterhin war es möglich, den Pilz in der Pflanze mit einem auf polyklonalen Antikörpern 
basierenden DAS-ELISA zu detektieren. In Sommergerste konnte bereits zum 3-Blatt-Stadium (ca. 10-
14 Tage nach Aussaat) der U. nuda-Proteingehalt im Bereich des Vegetationspunktes sicher 
quantifiziert und eine Vorhersage des späteren Ährenbefalls getroffen werden.  
Bei Winterweizen war eine hinreichend sichere Befallsvorhersage dagegen erst im 1-Knoten-Stadium 
möglich. Nach Anwendung wirksamer Saatgutbehandlungsverfahren (chemische Beizung mit 
Sedaxane oder Raxil [Wirkstoff: Tebuconazol] bzw. Warm- oder Heißwasserbehandlung) lagen die U. 
nuda-Proteingehalte meist unter 500 ng/ml und damit in einer ähnlichen Größenordnung wie in 
Pflanzen, die aus gesunden Körnern herangewachsen waren. Parallel durchgeführte mikroskopische 
Untersuchungen deuteten daraufhin, dass das Mycel in Abhängigkeit vom angewendeten Verfahren 
entweder schnell abstarb (Beizung mit Sedaxane) oder noch vorübergehend in einem geschädigten 
Zustand fortbestand (Beizung mit Tebuconazol, Heisswasserbehandlung). Nach Saatgutbehandlung 
mit Extrakten aus Rhabarberwurzel (Rheum rhabarberum) bzw. Pestwurz (Petasites officinales) 
wurden im 3-Blatt-Stadium und im 1-Knoten-Stadium teilweise geringere Gehalte an U. nuda- bzw. 
U. tritici-Protein gemessen als in den Kontrollen, was auf eine Aktivität dieser Mittel hinwies. 
Allerdings hatte die Behandlung keinen oder einen nur geringen Effekt auf das Auftreten von 
Flugbrandähren.  
Weiterhin wurde ein Protokoll für die spezifische Amplifikation und Quantifizierung von U. nuda- 
bzw. U. tritici-DNA (real-time PCR) etabliert. Dazu wurde aus befallenen Pflanzen DNA extrahiert und 
mit pilzspezifischen Primern amplifiziert. Auch mit dieser Methode war eine Flugbrand-
Befallsprognose bereits zum 3-Blatt-Stadium möglich.  
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Insgesamt bestand eine gute Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen der Mikroskopie, des DAS-
ELISA und der real-time PCR, allerdings war Letztere um einen Faktor von 250 sensitiver als das 
immunologische Verfahren.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Entwicklung von Frühtestsystemen zur 
Vorhersage des Flugbrandbefalls mit verschiedenen Verfahren möglich ist. Für den routinemäßigen 
Einsatz sind jedoch noch Optimierungen notwendig, wie etwa im Falle des DAS-ELISA eine sicherere 
Festsetzung der U. nuda-Protein-Gehalte (Schwellenwerte), bei denen mit einem Ährenbefall 
gerechnet werden muss oder bei allen Verfahren die Verwendung von Saatgutposten, die trotz hoher 
Infektionsraten unvermindert gut keimen. 
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Infestation of barley (Hordeum vulgare) and wheat (Triticum aestivum) with loose smut (pathogen: 
Ustilago nuda and U. tritici, resp.) is not visible until the appearance of the smutted head. Both the 
development of seed treatment products for loose smut control and the breeding for loose smut 
resistance could be accelerated if it were possible to earlier detect and quantify an infestation with 
loose smut. In the present work the development of the fungus in its host plant was monitored by 
fluorescence microscopy with the aim to test and establish such methods.  
Mycelium which invaded the shoot apical meristem (SAM) and the leaf primordia could be observed 
in hand sections stained with the fluorophore Blankophor, within a few days after sowing. At the one 
node stage the ear primordia were already heavily affected and the fungus was regularly present in 
the nodes as well.  
Furthermore, with a polyclonal antibody-based DAS-ELISA it was possible to detect the fungus inside 
the host plant. U. nuda protein content in the area of the SAM could be reliably quantified in spring 
barley already at the three leaf stage (10-14 days after sowing), and future ear symptoms could be 
predicted. For winter wheat a sufficient prediction was not possible until the one node stage. 
After application of efficient seed treatments (chemical treatment with Sedaxane or Raxil [active 
ingredient: tebuconazole] and warm or hot water treatment, resp.) amounts of the U. nuda protein 
were generally below 500 ng/ml and thus in a similar range as in plants grown from healthy grains. 
Microscopic analyses performed in parallel suggested that the mycelium, depending on the method 
applied, died off rapidly (seed treatment with Sedaxane) or temporarily persisted in a damaged 
condition (seed treatment with tebuconazole, hot water treatment). After seed treatment with 
extracts of rhubarb (Rheum rhabarbarum) root or butterbur (Petasites officinales) at the three leaf 
and one node stage partially lower amounts of U. nuda resp. U. tritici protein were determined than 
in the controls, suggesting an activity of these agents. However, the treatment had no or only little 
effect on the incidence of smutted heads.  
Moreover, a protocol for specific amplification and quantification of U. nuda resp. U. tritici DNA (real-
time PCR) was established. DNA was extracted from infected plants and amplified with fungus-
specific primers. Also with this method a prediction of an infestation with loose smut was possible 
already at the three leaf stage.  
Overall, there were good matches concerning the results of microscopy, DAS-ELISA and real-time 
PCR. The latter, however, was more sensitive by a factor of 250 than the immunological approach.  
The results of this work showed that the development of early test systems for predicting loose smut 
infestation is possible with various methods, indeed. Though, for routine use optimizations are 
necessary, as in the case of DAS-ELISA, a safer assess of the U. nuda protein content (threshold), at 
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which an ear infestation is to be expected or, when using all of the methods, the use of seed stocks 
that are germinating unabatedly well in spite of high infection rates. 
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